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緒 言
気管支噛息は気道抵抗上昇あるい は気道狭窄に よる呼吸困難, 咳ならび に気道過敏
性克進を特徴とする優性疾患である (1). 気管支噛息の発症要因として気道平滑筋
収縮反応(2, 3), 気道内分泌 の克進 (4) および血管透過性克進(5, 6, 7) が知られて
い る . 特に今日では, 気管支噛息が慢性炎症の 一 つ で あると認識される よう になり
(8), 肺および気道内 へ 浸潤した好酸球をはじめとする炎症性細胞等に起因する炎症性
伝達物質(9), cytokin e(10) お よび組織傷害性因子 (9)が血管透過性冗進や気道上皮
傷害等 の気道炎症を引き起 こすと考えられて い る . また, 古くか ら気道収縮反応に
は , 副交感神経か ら放出され る a c etylcbolin e お よ び 知覚神経 C一 肌 e r 由来の
s ubsta n c eP 等の 神経伝達物質 が関与する こ とが知られて い た (l l). 近年にな っ
て , ta cbykinin 類が気道炎症にも深く関与す る ことが知られ るようにな り(2, 4, 5),
知覚神経に よる気管支噛息の制御機構に つ い て 多く の研究が行われて い るが , い まだ
不明な点が数多く残され て い る . ､･
本研究にお いて は主 に血管透過性克進を気道炎症 の指標として 用 い , 気管支噛息に
お ける知覚神経を中心とした気道炎症の制御機構につ い て解明を試みた . 気道炎症
における血管透過性克進は, 浮腫を伴う気道壁 の肥厚 を引き起 こ し, そ の気道壁肥厚
は噛息の特徴的症状で ある気道過敏性を誘発する (6, 12). 気道におけ る血管透過性
克進は histamin e, 1e ukotrie n eD4(L T D4) および br adykinin と い っ た炎症性伝達
物質によ っ て 惹起され る (13, 14). また , 知覚神経終末から放出される s ubstan c e
P をはじめとする ta cllykinin 類 (15) によ っ て も血管透過性が克進するが , 血管透
過性先進は気道壁内を循環す る細血管床の後毛細血管静脈部位に お い て 発現す る こ
とが知られて い る (16, 1 7, 18). 後毛細血管静脈部位 の内皮細胞 には多く の炎症性
伝達物質に対する受容体が存在して おり, それ ら受容体刺激に よ っ て 内皮細胞間隙が
開く こ とに よっ て 血液中の 血衆成分が気道組織内 へ 漏出する と考 え られて い る . 本
研究にお い て 血管透過性の指標として組織内 へ の Eva ns blu e 漏出畠を用 い たが,
Ev a n sblu e は血奨アルブミ ン高親和性色素として知られ(1 9), 組織内 Ev a n sbュlle
漏出量は組織内 へ 漏出 したアル ブミ ンを はじ めとす る血衆中高分子成分とよく相関
する こ とが報告されて い る (20, 2 1).
こ れまで に , 我々 の グル ー プで は炎症性伝達物質の . 一 つ で ある br adykinin によ っ
- 1 -
て誘発され る気道炎症 に知覚神経を介した機序が 一 部関与して い る こ と を報告して
い る (2 2). 現在, 気道炎症は気管支瑞息にお ける重要な病因と考えられて い るが,
こ の気道炎症に は炎症性伝達物質の みな らず知覚神経をはじめとする神経原性因子,
組織傷害性因子ならびに cytokin e 類それぞれが相互 に作用 し合っ て い る と考えられ
る . これ ら個々 の因子それぞれ における研究は目覚ましい発展を遂げて おり ,. 特に
これ まで全く不 明で あ っ た cytokin e ネッ トワ ー クは こ こ数年で全容を明らか にする
勢い を見せて い る (23). しか しなが ら, 炎症性伝達物質, 神経原性因子 , 組織傷害
性因子および cytokin e 類間で の 相互作用あ るい は相互的な制御機構に つ い て は未だ
に 明らか にな っ て い な い の が現状で ある . 本研究で は , 知覚神経の制御機構を中心
とした気道内神経叢に対す る慢性的抗原暴露の影響, ならび に炎症性伝達物質の 一 つ
LT D4 と知覚神経 の相互作用 に つ い て検討 を行っ た .
また , 近年より E' チ ャ ンネル開 口薬が気管支拡張薬 (2 4, 2 5, 2 6) として 注 目され
て い るが, A T P感受性 E＋ チ ャ ンネル は平滑筋細胞以外 にも コ リ ン作動性神経およ
び知覚神経に存在して神経原性気道収縮反応を調節して い る こ とが報告され て い る
(2 7). また, 気管支噛息患者にお い て " m o r ningdip
” と呼ばれる早朝時 の肺機能低
下を Ⅹ＋ チ ャ ンネル 開 口 薬が改善する こ とが報告され て い る (2 S). こ の よう に
ATP 感受性 K＋ チ ャ ンネルが気管支棉息の気道狭窄 に 関与す る こ とは示唆されて い
るが , 気管支幡息の病因として重要な気道炎症 にお い て ATP 感受性 K' チ ャ ンネル
が どの 程度関与 して い るかに つ い てをま未だ明確で はな い . 本研究で は K･ チ ャ ンネ
ル開 口薬 を用 い て , 神経原性ならびに抗原誘発気道炎症 におけ る A T P感受性 E＋ チ
ャ ンネル の 関与に つ い て検討 を行 っ た .
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第 1 章 気道炎症における神経系の関卑
気管支噛息にお い てダニ や ハ ウス ダス トとい っ た抗原 に反復的に暴露される こと
が病態の慢性化を引き起 こすと考えられ て い る(29, 30). 慢性気管支噛息におい て
リモデリング等に よる気道壁 の肥厚等 の組織学的変化(1 2, 3 1) が見られる ことは知
られて い るが, 気管支組織に分布する神経機能に どの ような変化が見られ るのか にフ
い て は未だ明確な知見は得られて い ない . 気道にお いて はコ リ ン作動性神経ならび
に興奮性非アドレナリ ン作動性非コ リ ン作動性(eN A N C性) 神経の 2 種類ゐ興奮
性神経性制御機構が存在する ことが知られ て い る (l l). eN A N C性反応は知覚神経
終末からの ta cbykinin 類放出(32) によ っ て 惹起され るが , tachykinin 類は気管支
噛息の特徴で ある気管支収縮反応 (2), 気道粘液分泌(4)および血管透過性克進 (5)
に関与して い る こ とが報告されて い る . 炎症性伝達物質の 1 つで ある bradykinin
吸入 は神経反射機構を介した気道平滑筋収縮反応 (3 3) を惹起するが , こ の 反応ほ気
管支晴息患者におい て の み観察され , 正常人 にお い て はみ られない 現象で ある (34).
我々 は この br adykinin 誘発神経反射機構に ta chykinin が関与して い る こ とを報
告して い る (3 5). 以 上の 報告は気管支幡息にお い て eN A N C性反応が冗進して い
る こ とを示唆し て い る . また , 気道過敏性は気管支噛息症状の代表的な特徴(3). で
あるが , 抗原感作動物お い ても抗原吸入暴露をお こ なうと気管支噛息と同様な気道過
敏性が惹起される (36, 3 7). こ れまで に抗原感作動物に抗原を吸入暴露した場合 ,
in viv o で hista min e 七対する気道過敏性が誘発され るが , in vitr o の histamin e
誘発気道平滑筋収縮反応に おい て は対照群と差がみられない こ とが報告されて い る
(38). モ ルモ ッ トにおしiて histamin e 反応には迷走神経が関与する (39) ことが報
告され ており, 抗原暴露後の気道過敏性先進機序に コ リ ン作動性神経因子 の 関与が示
唆され て い る .
以上 の ように気管支噛息における抗原暴露の重要性ならび に eN A N C性および コ
リ ン作動性神経機構の 関与が示唆されて い る が, 抗原暴露と神経性反応との相互 の制
御機構を明確に説明する ような報告は未だなされて い ない . 本章で は, モ ルモ ッ ト
における抗原反復吸入 に よる実験的慢性気管支暗息モデルを用い て , 気管支噛息の慢
性化が気道壁に分布する eN A N C性神経および副交感神経を介した気道反応性に ど
の ような影響を与えるか を検討した .
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1. 実験方法および使用薬物
1. 1. 使用動物
Du nkin - Ha rtley 系 敵性モ ルモ ッ ト(200･ 2 50 g, n = 55, 船橋実験動物, 仙台) を
10 将 卵白アルブミ ン(O A)および 10 mg 水酸化アル ミ ニ ウムゲルを含む o･5 ml
生理食塩水の皮下投与によ っ て 感作した (40). 感作は 1 日 1 回, 2 日間施行し
た. 感作 3 週後から 4 週間に渡 っ て 1 日 1 回 の 間隔で , 対照群(n =28) は o.9%
生理食塩水を, O A反復暴露群 (n = 2 7) は o.o3 %O A をそれぞれ 3 分間ずつ吸入暴
露した . 吸入暴露はポリエ チ レン製暴露槽(2 4.5 × 40.
1
5 × 15.0 c m) 内で超音
波ネブライザ ー (N E-UllB, オム ロ ン, 東京) で生理食塩水あ るい は o.o3 % O Aを
霧化 (o.8 ml/mュn)する こ とにより実施した･
1_ 2. 気管および主気管支平滑茄標本の作成
最終吸入暴露後, 動物を u r ethan e(2g/kg,ip)麻酔下に気道を含む肺組織を摘出し,
気管あ るい は主気管支平滑筋標本を作成した. 気管平滑筋標本は約 3 m m 幅の 気
管リ ングの軟骨部を正中に切断し, 両切断部に 固定した木綿糸に より orga nbath 中
に懸架した . また, 主気管支はリ ング標本中に通 した 2 本の 木綿糸で o rga nbath
中に懸架して主気管支平滑筋標本とした . Orga n bath 中に は 9 5 %02 - 5 % C O2
を通気し 37℃ に保温した Krebs- Eenseleit 溶液 (NaCl, 1 18 m M; K Cl, 5.9 m M;
MgS O4, 1.2 m M;CaCl2, 2.5
y
m M; NaH2P O4, 1.2 m M; NaH C O3, 2 5.5 m M お よび
glu c o s e, 5.6 m M, pH 7.4) を満した . また, cyclo xyge n a s e代謝生成物の 影響を除
去す る ために, 実験を通 して栄養液中には indo m etba cin(10-5 M) を添加した (4 1).
平滑筋収縮反応は圧トランスデ ュ ー サ ー (U し10G R, M in ebe a Co., Ltd, 東京) を介
して等張性に測定し, その 反応はポリグラ フ(Re ctigr apb-8, N E C Sa m- ei, 東京) 上
に記録した. 気管平滑筋および主気管支平滑筋標本にお ける初期負荷はそれぞれ 1
g および o. 5g とした .
1- 3. 経壁的電気刺激 (E P S)誘発非ア ドレナリ ン作動性非 コ リ ン作動性 (eN A N C
悼)収縮反応の測定
I
主気管支平滑筋標本を用 い て atr opin e(1016 M) および pr opr a n oll(1 0-6 M)処置
下 に収縮反応そ検討した ･ eN A N C性収縮反応は電気刺激装置 (S EN - 72 0 3, 日本光
一 4 -
電, 東京) に接続 した 2 本の眉金電極を用 い て各平滑筋標本に対する経壁的電気刺激
(E P S) に より惹起した ･ 対照群(n = 5) お よび o A反復暴露群 (n = 5) の E F S
誘発収縮反応は 15 秒間の 50V お よび o. 5 m s の 二 層性矩形波電圧を 20分間隔
で負荷す る こ とによ.り周波数(1 - 32 Hz) 依存的な反応曲線を得た . 対照群およ
び o A反復暴露群の周波数 - 反応曲線はそれぞれにお い て n e tlr al e ndopeptida s e
(N E P) 阻害薬 phospho r ami do n(10pM) 存在下および非存在下で検討した ･ なお,
本実験で 用 いた atr opine, pr opr a n oll および pbo spll O r a mido n の濃度は以前の報
告を参考に した (5, 4 2, 4 3). 1
1_4. E F S誘発 コ リ ン作動性収縮反応の測定
E F S誘発コ リ ン性収縮反応は電気刺激装置 (S E N- 7 20 3, 日本光電, 東京) に接続
した 2 本 の 白金電極からの各平滑筋標本に対する経壁的電気刺激(E P S) に より惹起
した . E F S誘発収縮反応は 10秒間 の 5 0V および o. 5 m s の 二 層性矩形波電圧
を 4 分間隔で負荷する ことに より周波数 (1 - 64Hz)依存的な反応曲線を得た ･
1_ 5. 外因性 n e u r okinin A 誘発収縮反応の測定
Ne n r okinin A 誘発気道平滑筋収縮反応は主気管支平滑筋標本を用 い て評価した .
Ne u r okinin A(10-10- 3×10-6 M) を 3 倍比 で累積的に添加する こ とにより, 気道上
皮細胞 の存在下ある い は非存在下で の 濃度依存的な濃度 一 反応 曲線を得た (対照群,
n = 1 0;O A反復暴露群, n = 1 0). 気道上皮細胞剥離標本は主気管支平滑筋標本の内
腔側を綿棒で 1 - 2 度軽く擦る こ と によ り上皮細胞を剥離して作製した .
116. 外因性 a c etylcholin e
･誘発収縮反応の測定
外因性 ac etylcholin e(A C h)誘発草道平滑筋収縮反応は気管平滑筋標本を用 い て
評価した . A Ch(10-7 - 10-3 M) を 3 倍比 で累積的に添加する こ とにより, 濃度依
存的な濃度 一 反応曲線を得た(対照群, n = 5;O A反復暴露群, n = 6)･ .
1- 7. 肺組織内 s ubsta n c eP 含量 の測定
抗原感作モ ルモ ッ トは u r etba n e(2g/kg,ip)麻酔下 に開胸した ･ 肺動脈内へ 挿入
したニ ー ドル ･ カテ ー テル (13gade) を右心室上部で紺子 により 固定し, 30m mⅢg
の環流圧 で 生理食塩水 bH 5.5) を肺循環内を環流洗浄して肺実質内の血液を除去し
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た . 環 流液 は左心房より排出した . さらに , 右心室か ら大 動脈内 へ ニ ー ドル を挿
入 ･ 固定し 80 m m軸 の 環流圧で 生理食塩水を環流洗浄する こ とに より, 気道内血
管床 の血液を除去した . 環流液は右心房より排出した . 血液除去後, 摘出した肺
実質部を液体窒素で凍結させて s ubsta n c eP 含量測定に供した (対照取 n = 8; O A
反復暴露群, n = 7). 凍結肺実質標本は -70℃ で保存した ･
肺実質標本は重量測定後, 5 0ml の 4 % 酢酸 由H 4.0) 中で粉砕し 4 0,0 00×g で
3 0分 間遠心した . 遠心 により得られた上浦を Sep-Pak C18 カ ラム に ロ ー ドした .
カラム を 2 0mi の80% 酢酸 bH 4.0) お よび 20 mi の 蒸留水で洗浄した後, 2 ml
の 80% 酢酸 (o.1%tri 且uor o a c etic a cid含有) に よりサ ンプルを抽出した . 抽出サ
ンプルは減圧遠心 により溶媒を除去した後に 0.1 5 ml の a s s ay buffe r[3.7 m g/ml
ethyle n ediamin etetr a a c etic a cid(E DT A) および o･5 % bo v
l
in e s e r u m albu min
(B S A)を含む 50 m M 燐酸 bufEer, pH 7.2] に溶解し, さ らにサ ンプルを 1 0倍希釈
して ラジオ ･ イ ム ノア ッ セイ (RIA)法 により s ubsta n c eP 量 を測定した . サ ン プ
ルは o.5 mi のas saybuffe r, 0.1 ml の a nti-s ubsta n c ePr abbits e r u mお よび o.1
ml の 12 5I.labeled s ubsta nc eP と混和し , 4℃ で 24時間放置した . 5 倍量 の
de xtr a n/charchol 混合液(o.2 %de xtr a nおよび 20/o cha r chol を含む a s s aybuffe r)
添加後, 2,00 0×g で 10分間遠心して 上浦中の放射活性を y カウ ンタ ー で 測定した .
Substa n c eP 含量 (fm ol/gtis sue) を算出した後に , 対照群と O A反復暴露群間で の
差を比較した .
1- 8. 使用薬物
以下 の薬物を使用した : Ac etylcll Olin e chloride (第 一 製薬 , 大阪); hista min e
dihydr o chlo ride, a c etic a cid, ac eto nitri1e, tri flu o r o a c etic a cid, de xtr a n および
a ctiv atedclla r C O al(和光純薬工業, 大阪);indo m etba cin(住友化学, 大阪);atropin e
s ulfate(田辺製薬, 大阪); pr opr a n oll hydr o chlo ride(Impe rial Che mic al lndu strie s
plc. , U K); n e u r okinin A (ペ プチ ド研究所, 大阪); pho spho r a mido n, ur etha n e,
o v albu min(OA) および etbyle n edia min etetr a a c etic a cid(E D T A, Sigm aC he mic al
Co. , U S A),･ 125I-labeled s ubsta n c eP お よ び a nti- s ubsta n c eP r abbit seru m
､(A m e r sha mIn七e rnatio n alplc., U K);0.9% 生理食塩水 (大塚製薬, 東京). なお ,
反復暴露に用い た O Aは o. 9 % 生理食塩水 に o.o 3 %の 濃度で溶解して使用した .
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1_9. 統計解析
eN A N C性気道平滑筋収縮反応は hista血in e(lo一a M) により得られた最大収縮反
応 (Em a x) に対する 比率 (%) で表した ･ また, コ リ ン作動性気道平滑筋反応は
A Ch(1 0-3 M) に より得られた最大収縮反応 (A C hm a x) に対する比率(%) で表した .
反応曲線間の統計解析は二元配置分散分析を用 い て行 っ た. また, 個々 の 薬物濃度
ある い は周波数における統計解析は Stude nt's n npair edt-te st を用 い た.
外因性 n e u rokinin A 誘発収縮反応の 反応性は, 各標本にお い て Em a xの 20 %
お よび 4 0% の 収縮反応を誘発す る n e u r okinin A 濃度 (それぞれ E C20 お よび
E C40) を各群間で 比較した . 同様に , E F S誘発 eN A N C性収縮反応の反応性は最
大収縮反応を 1 0 0 %と した とき 50% の収縮反応を誘発する周波数(E F50) を各群
間で比較した . こ れ らの 統計解析には Ma n n･ W Ilitn ey U-te st を用 いて行 っ た .
また, コ リ ン作動性収縮反応の 反応性は A C bm a xの 25% の 収縮反応を誘発する周
波数(E F25) を周波数 - 反応曲線より算出し, E F25 の 対数値(LogE F25) を各群間で
比較した . 統計的解析 には Stude nt's u npair edt･te s七 を用 い た ･
それぞれ の 値は平均値士標準誤差(m e a n士S E) で表記した . また, 各統計解析 によ
り p 値が o.o 5以下の もの を統計的に有意差がある と判断した ･
2. 実験結果
2_1. 抗原反復暴露の eN A N C性気道平滑筋収縮反応に対する影響
Atr opin e(10-6 M) お よび pr opr a n oll(1 0･6 M)存在下にお い て , 対照群お よび
o A反復暴露群の気道平滑筋標本はそれぞれ周波数依存的な E F S誘発 eN A N C性
収縮反応を示した . こ の とき, OA,反復暴露群 の eN A N C性収縮反応は対照群の
収縮反応 に比して ,4 - 32Hz の 高周波数 にお い て 有意な収縮増強を示した(Figu r e
1). O A反復暴露群 の eNA N C性神経刺激に よる最大収縮反応は ･ 3 8±5 % を示し,
対照群 (22±2%) に 比 して有意 に増加して い た ･ こ れ に対 して , E F50 値は対照群
(2.8 Hz) お よび o A反復暴露群(3.7 Hz) 間で有意な差は認められなか っ た(Table
1).
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Figu r e1. Effe cts of r epeated inhalatio n challe nge o n e x citato ry n o n
- adren e rgic n o n-
cholin e rgic (eN A N C) n e rv e･ m ediated c o ntr a ctio n of br o n chial s m o oth m us cle is olated
fr o m
■
r epe ated sal in e(○, n = 5)o r r epe ated oval bu min chaue nged(㊨, n = 5)guin e apigs･
Co ntr a ctile r e spo n s e s w e r e elicited by ele ctrical 丘eldstim ulatio n(E P S), 50 V, 0･5 m s, 1-
32 Ezfo r15s,in the pres en c e of indo m etha cin(10
･5 M), a七r opin e(10
･6 M)a ndpr opra n olol
(10･6 M) a nd expr e s s ed a s七he pe r c e ntage s of m a xim al r e spo n s e sto hista min e(lo
la M)
CEm a x)in e a ch pr epa r atio n_ Ea ch point r epr ese nts me an士SE of 丘v e anim als･ T he
diffe r e n c ebetw e e ntw ogr o ups w e r e c o mpa r ed byStude nt
'
s t-te stfor u npair ed data. * *
p<o.o1, * p<0.05c o mpa r edふi ththe v alu e s ofcontr olgr o up.
Table 1. Effe ct of r epeated antigen expo su re on the eNA N Cn e rve - m ediated m u s cle
c o ntr a ction
Co ntrol C halle nged
n = 5 n = 5
Em a x#(%)
E F50(Hz)
9 5 %CI
22土2 38土5*
2.8 3.7 N S
(2･4- 3･4) (3 ふ3.8)
#, m e a n土S E･ Em a x, 皿 a Xim al co ntr a ctile re spo ns eto EFS･a s ape rc e ntage ofthe co ntr a ctio nto
hista min e (10- 3 M); E F50, the frequ e n cie s pr odu cing 50 % of Em a x; e- NA NC, e x citatory
n o n adr e n e rgic n o n cholin e rgic;9 5 %CI, c o nfide n c einte rval; E FS, ele ctric alfieldstim ulatio n N S;
n otsignific a ntfo rthe c o ntr ol. * p<0.05vs co ntrol(M a nn - Whitn ey U-te st).
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さ らに , 対 照群 な らび に O A反 復 暴膚 群 の E F S誘発 eN ANC 性収締反応は
N E P阻害薬 pho spbo r amido n(10･5 M) の 前処置 に より ともに有意な増強を示した
(Figure 2)･ P ho spho r ami do n 前処置 に よ る eN A N C性収縮反応の 増強は対照群
お よび o A反復暴露群ともほぼ同程度であ
●
っ た .
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Figu r e2･ Efe cts ofpho spho r a mido n on eN A N Cn e r v e
- m ediated c o ntr a ctio n of m ain
br o n chi is olated fr o m : a)r epe ated- s alin e challe nged a nim alsin the abs en ce(○, n = 5)o r
pr e s e n c e(□, n = 5)ofpho s.phor a mido n(10
･5 M), a nd b)repe ated- o v albu min ch al le nged
a nim als
,
in the abse n c e(@, n = 5) o rpr e se n c e(A, n = 5) ofpho sphor a mido n(10
15 M).
co ntr a ctile r e spo n s e s w e re elicited ad de s c ribed in 七he lege nd of 丘gu r el･ Valu es a r e
m e a n土S E｡f fl V e
･
a nim als. T he diffe r e n c ew a s c o mpa r ed by Stude nt
'
s u npaired七-te s七･
signi丘c antdiffe r e n c e sfr o m co ntr ol a r e* * p
<0･01, * p<0･05･ Fo rde丘nitio n s se elege nd
table l.
また, 外因性 neur okinin A(1 0-10 - 10･6 M) は対照群な らびに OA 反復暴露群
にお い て 濃度依存的な気道平滑筋収縮反応を示した･(Figur e3)･ こ の とき, 対照群
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ならび に O A反復暴露群そ れぞれ の E C20, EC40 お よび Em a x値 の 間 に有意 な差
は認 められなか っ た (Table 2)｡ さ らに, 対 照群お よび o A反復暴露群 の 両群 にお
い て , 気道上皮細胞剥離群は非剥離群 に比して n e u r okinin A 誘発収縮反応性が有意
に増加して い た(
,
Figu r es)･ こ の とき, 気道上皮細胞剥離群 の E C20 および E C40
値は対照群および o A反復暴露群とも に気道上皮細胞非剥離群 に比して有意に低値
を示し, E皿 aX 値は有意に増強して い た(Table 2).
a)100
80
辞
･ 60
ンど
ぐ廿
≡
山
40
20
**
辛:I
ControJgro up
1 0-10 10
･9 10
･8 10-7 10
-8
b)100
80
$ 60
><
ぐd
F
LD
40
20
*
l:
**
* *
C ha‖engedgro up
10
･10 1 0
･9 10
･8 10･7 10
-8
NKAM NKA M
Figu re 3･ Ne u r okimin A(N K A, 10･10 - 3×10･6 M)indu c ed c o ntr a ctio n of a) r epe ated
s a止n e wi th(○, n = 5)o r without epitheLu m(△, n = 5)and b)o v albu mininhalatio ngr o up
with(㊨, n = 5)o rwi tho u七 epi theliu m(A , n = 5)in the pr e s e n c eofindo m etha cin(10･5 M),
atr opin e(10
.6 M) a nd pr opran olol(1016 M). Ea ch point repr e s e nts m e a n士S E of 丘ve
a nim als･ I)iffe r e n ces betw e e nthe tw oc u rv e s with o r witho ut epitheliu m in e a ch gr oup
w er e c o mpa r ed Stude nt
'
s t-te stfo ru npair ed data･ * * p<0･01, * p<0･05c o mpa r ed with
the v alu e s of inta ct epitheliu m･ E m a x, m a xim al c o ntr a ctile r e spo nse to the e x oge n o u s
N X Ae xpr essed a s ape rc e ntage ofc o ntr a ctio nto hista min e(10･3 M).
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Table 2. Ex oge n o u s n e u r okinin A-indu ced br o n chialc o ntr a ctio n a ndthe effe ctof
epithelialr e m o v al
Co ntr ol
Witb. W
'
itbout
epitheliu m epitheliu m
(n = 5) (n = 5)
Challe ngea
W ith W itho ut
epitbeliu m epitbeliu m
(n = 5) (n = 5)･
E C20(nM) 36.9 2.8 6*
(14.5-9 5.5) (1.8-4.6)
E C40(nM) 791 16.2* *
(383- 16 2 0) (1 0.6- 2 4.6)
Em a x(%) 52土4 82士4* *
27.3 3.06* *
(16.9-44.1) (1.8･ 5. 3)
2 13 18.5**
(1 04- 43 6) (10- 34 A)
63士4 8 1土7*
95% c on丘de n c einte rv al v alu e s a r ein parenthe s e s. E C20 a nd E C40, the c o n c e ntr atio n
produ cing 20% and 40% of m axim al c ontr a ctile r e spo n s eto hista min e (10･3 M),
r e spe ctively;E m a x, m axim al c o ntr a ctile r e spo n s e sto the e x oge n o u s n e u r okinin A(3 ×
10･6 M) e xpr e s s ed a s ape r c e ntage占fcontr a ctio n to hista min e(1 0･3 M). Signi丘c a nt
diffe r e n c e sfr o m v alu e s with epi theliu m a r eindic ated, *:p<0.05,
･
* *: p<0.01. T he r e w a s
n o signific a nt diffe r e n c ebetw e e n contr ol a nd challe nged gr o upin E c呈o, E C40 0 rEm a x
v alu e s.
2-2. 抗原反復暴露の肺組織内 substa n c eP 含量 に対する影響
対照群および o A反復暴露群の肺組織内 s ubstan c eP 含量 はそれぞれ 2 4.5±3.7
fm ol/g tis s u eお よ び 5 1.2±8.4 fm ol/g tis s u eで , O A反 復暴露群 の 肺組織内
s ubsta n c eP 含量 は対照群 に比して有意 に増加して い た (Figu r e4)･
- l l -
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∽
望 60
ー
l
Cn
O
長 40
m
∽
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Figu re4. Substa n c eP(S P)c o nte nt(fm ol/gtis s u e)in guin e a- piglu ngtis s u ein r epe ated
s alin e e xpo s ed(c o ntr ol, n = 8)o r repe ated aue rge n challe nged a nim als(cbaue nged, n - 7)･
Ba r sindic ate m e an v alu es. T hediffe r e n c ebetw e e ntw ogr o ups w a s c o mpa r ed by M a n n-
Whitn eyU -te st.
2- 3. 抗原反復暴露の コ リ ン作動性気道平滑筋収縮反応 に対する 影響
対照群および o A反復暴露群 の気道平滑筋標本はそれぞれ周波数依存的な E FS
誘発 コ リ ン作動性収縮反応を示 した . o A反復暴露群 の コ リ ン作動性収縮反応は対
照群 の 収縮反応 に比して有意な増強を示した (Figur e 5a). こ の とき, OA 反復暴
露群 の 1ogE F25 は o.66±0.08 を示し, 対照群 (1.12±0.1 6) に比 して有意 に低値 を示
した (Table s). なお, 外 因性 ACb 誘発収縮反応 に対して は対 照群 および o A反
復暴露群 の 間で 有意な差は認められなか っ た (Figu r e5b).
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Figu r e5･ a) Ele ctric al 丘eld stim ulatio n (E P S)fr equ e n cy r e spo nse c u rv e s, a nd b)
e x oge n o u s a c etylcholin e(A C h)do s e- r e spo n s e r elatio n ships in c o ntr ol(○, n = 5) a nd
chane nged (㊨ , n = 6) gr o ups. Allpoints a r e m e a n土S E. The r e w a s signi丘c a nt
diffe r e n c e(p<0.05)in E P S fr equ e n cy r espo n s ebetw e e nthe tw o gr o ups by tw o- w ay
a n alysis ofv aria n c e(A N O V A),but n otin e x oge n o u sA C h do s e･ r e spo n s e‥
Table 3. Effect ofr epe ated a ntige n e xpo s u r e O nE P S-indu c ed br o n cho c o n strictio n.
Co ntr ol C halle nged
Fm a x(0/.) 4 5.2土5.8 55.7土2.J5
LogE F25 1.12土0.1 6 0.66土0.08*
F血 a x
,
m a xim al co ntr a ctile re spon s eto the la rge stfrequ e n cy ofE PS giv e nis e xpre ss ed as a
pe rc e ntage ofthe m a xim alco n c e ntr atio nto a c etylcholin e(ACh, l o
一a M) (AChm a x);E PS, ele ctrical
fieldstim ulation; E F25, effe ctiv efr equ e n cy pr odu cing2 5 %ofAChn a x･ D iffe r e n c e sbetw e e ntw o
gr o ups wa s a n aly2:ed u sing student
'
s t-te stforthe u npair eddata(*p<0･0 5)I
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3. 考察
eN AN C性反応に対する抗原反復吸入暴露の 影響
抗原反復吸入暴露は E F S誘発 eN A N C.性気道平滑筋収縮反応を増強さ せ た .
Ta chykinin 類に よる気道収縮反応は主 に n e u r okinin - 2(N K2)受容体刺激に よ っ て
惹起さ れ る (15) が , N X2 受容体 に 対 し て 高 い 親和性 を示 す ta ckykinin は
n e u r okinin A(4 4) で ある こ とから, n e u r okinin A が eN A N C性気道収縮反応にお
け る 主要 な神経伝達物質で あ る と考 え られ て い る . 本研究 に お い て , 外 因性
n e u r okinin A 誘発気道平滑筋収縮反応は抗原反復吸入暴露群と対照群との 間 で有意
な差が見 られなか っ た . こ の こ と は , 抗原 反復吸入が 気道平滑筋 レ ベ ル の
n e 11r Okinin A 反応性には影響を与えな い ことを示唆して い る .
今回, 肺組織にお ける sⅦbsta n c eP 含量 は抗原反復吸入暴露群 にお い て対照群に
比 して有意に高値を示した . こ の 結果 は, 抗原反復吸入暴露によ っ て 知覚神経内の
神経 ペプチド含量 , あ るい は肺組織における知覚神経数が増加して い る こ とを示 して
い る . 神経細胞からの s ubsta n c eP 産生を制御す る 因子 として cytokin e 類, 特に
inte rle ukin- 1β(IL-1β) が知られて い る (4 5- 4 7) . 頚部神経節が気道 の知覚神経
機能を制御して い るが, 培養 ラ ッ ト頚部神経節細胞にお い て IL-1β は s ubst
l
a n c ep
産 生量および n eur okinin A 前駆体 prepr ota chykinin の m R N Aを増加さ せ る こ
とが報告されて い る (47). I L-1β は気道炎症 に関与する マ ク ロ フ ァ ー ジ (48), 内
皮細胞(49) および好酸球(5 0, 51) 等 の 細胞から産生される が, 噛息動物モデル にお
ける抗原吸入暴露が気道組織 の Ⅰし1β を増加させ る こ とが報告されて い る (52, 5 3).
また , 神経成長因子 (NG F) は知覚神経 の成長ならびに機能に深く関与す る因子 (54
- 56) で あるが, IL-1β は こ の N G F産生に対 して も増強的に働い て い る (5 7). 以
上より, 抗原反復吸入暴露は気道組織にお い て恐 らく Ⅰし1β 等 の cytokin e 産生 を誘
導し, その 結果 として NGF 等 の 産生 を克進して s ubsta n c eP をはじめとする知覚
神経 ペプチド量を増加させ る と思われ る .
免疫組織学的検討にお い て , 気管支瑞息患者の気道組織 で は特 に粘膜下組織に
s ubsta n c eP 含有知覚神経が増加して い る ことが報告されて い る (58). さらに , 抗
原暴露後の ア レルギ ー 性患者由来の気管支肺胞洗浄液に は s ubstan ce P 様物質が非
ア レルギ ー 性患者に比 して増加して い る (59). また, 我々 は気管支暗息患者の啄疾
中 の s ubsta n c eP 含量 が正常人に比 べ て 増加して い る こ とを既に報告して い る (60).
本研究に おける結果 ならびに上記の報告は慢性的な気道反応が s ubsta n c eP を介し
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た神経原性反応を克進し, 気道炎症 の 増悪 に 関与 して い る こ とを示唆して い る . 近
年 , Ellis お よ び unde m (61) は モ ル モ ッ ト摘出気管標本 に お い て 抗原暴露が
eN A N C性神経刺激 に よ る塀縮反応を増強す る こ と を報告して い る . 彼 らは
hista min eHl 受容体括抗薬が こ の 収縮増強反応を阻害する ことか ら, 抗原暴露に よ
っ て産生される hista min e が Hl 受容体を介して知覚神経からの ta cbykinin 遊離
を増強する もの と考えて い る . こ の ような前シナプス的な増強反応は本研究におい
て も観察されたが, Table l に示すように抗原反復暴露は EF S誘発収縮反応におい
て E F50 値に対して影響を及ぼす こ となく Em a xだけを増強した . また, 抗原反
復暴露は外因性 n e u r okinin A に対する反応性にお い て も影響を及ぼさなか っ た .
こ の ことは , 抗原反復吸入暴露による E F S誘発収縮反応の増強が平滑筋レベ ル にお
ける N K2 受容体数増加ある い は気道平滑筋の 反応性に起因する 反応で はな い こ と
を示 して い る . したが っ て , 今回観察された抗原反復吸入暴露に よる eN A N C性
収縮反応増強に は知覚神経内の神経 ペ プチ ド含量ある い は神経刺激時の神経 ペプチ
ド放出量 の増加が関与して い る こ とが示唆された .
また, 他 に考えられ る eNA N C性収縮反応増強機序として tachykinin 分解反応
機構の変化が挙げられ る . 気道組織におい て s ubsta n c eP あ
●
る い は n e u r okinin A
とい っ た ta chykinin 類は主 に n e utr al e ndopeptida s e(N E P) によ っ て分解を受け
る こ とが知られて い る . N E Pは気道上皮細胞, 粘膜下基底膜, 神経細胞および平
滑筋とい っ たあらゆる気道組織に存在する (6 2). 事実, N E P阻害薬は神経刺激あ
るい は c aps aicin 刺激に よる eN A N C性収縮反応を増強する こ とが動物気管標本に
お い て報告されて い る (63 - 65). さら に, 抗原反復吸入が組織中 N E Pの 減少を
介して eN A N C性収縮反応を増強する ことが報告されて い る (6 6). しかしなが ら,
本研究にお いて抗原反復吸入暴露群 と対照群との 間で外因性 n e11r Okinin A 誘発収
縮反応に差は見られなか っ た . さ らに, 抗原反復吸入暴露および対照の 両群 にお い
て N E P阻害薬 pho spho r a mido n は eN A N C性収縮反応を同程度に増強させた ･
また, N E P産生細胞で ある上皮細胞の 剥離 によ っ て も外因性 n e u r okinin A 誘発収
縮反応は抗原反復暴露群と対照群 と の 両群で 同様に増強を示した . 以上 の 結果 は
tacbykinin 分解酵素 の機能低下は今回得られた eN A N C性収縮反応の増強機構に
は関与して い ない こ とを示唆して い る .
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コ リ ン作動性反応 に対する
本研究に おい て eN A N C性収縮反応と同様に , 抗原反復吸入暴露は能動感作モ ル
モ ッ ト気道平滑筋標本における コ リ ン作動性神経性収縮反応を増強した ･ 外因性
A Cb謬発収縮反応にお いて は抗原反復吸入暴露群と対照群との間で差が見られなか
っ た ことより , 今回得られた収縮増強反応は上向性コ リ ン作動性神経に対して抗原暴
露ある い は気道炎症が何らかの変化をもたらした こ とを示唆して い る 一
コ リ ン作動性収縮反応は抗原暴露により生じ る気道上皮傷害ある い は剥離によ っ
て も増強されるが , こ れは上皮細胞由来の弛緩因子 (6 7) が減少する こ とに起因する
と考えられる . 抗原反復吸入が気道上皮傷害を誘発した場合, 外因性 A C h収縮反
応に おい ても抗原反復暴露群 のほうが対照群よりも増強す る と考えられる ･ しかし
なが ら, 今回得られた外因性 A C h収縮反応は両群間で差が見られなか っ た ･ した
が っ て , 今回の コ リ ン作動性収縮反応 の 増強に気道上皮傷害に よる影響は関与して い
な い こ とが示唆された .
気道過敏性反応の 先進は気管支噛息 の特徴 の 一 つ で ある (3). 以前 の 報告に お い
て , bista min e に対する ヒト気道の 反応性が in viv o お よび in vitr o とで相関性が
見られず, 気遠退敏性先進が気道平滑筋の異常に 由来する もの で はない こ とが示され
て い る (6 8). 同様に ,
･
hista min e に対 して気道過敏性反応の克進を示す抗原暴露
動物モデル におい て も in vitr o の hista min e 誘発収縮反応 で は対照群と差が見ら
れない こ とが報告されて い る (3 8). H is七a min e, pr o stagla ndin FRO(P G F払) およ
び br adykinin 等 の 気管支収縮薬は気道平滑筋に対す る直接的な収縮作用 の他に コ
リ ン作動性収縮機構を介して 間接的に収縮反応を増強さ せ る こ とが知られ て い る .
また , McCaig(6 9) は抗原暴露が抗原感作モ ルモ ッ トにおい て神経性コ リ ン作動性気
道収縮反応を増強させ る こ とを報告して い る が, 彼らは外因性 A C bに対する 反応性
に つ い て は検討を行っ て い な い ため , コ リ ン作動性気道過敏性の 先進がどの ような機
序ある い は部位で起 こ っ て い る の か を説明する には至 っ て い な い . 本研究に おい て ,
抗原暴露が気道平滑筋収縮反応性に は影響する こ となく コ リ ン作動性神経機能の 元
進を惹起する こ とを示した . こ の
'
= とは , 抗原暴露に よる コ リ ン作動性気道過敏性
反応の冗進が神経シナプス前メカ ニズム の 変化に起因して い る こ とを示唆して い る .
今回 の 検討で は, コ リ ン作動性神経伝達の 冗進機序 の詳細を明らか にする こ と はで
き な い が , こ れ まで に モ ル モ ッ ト に お い て 抗原吸入暴露が肺 の 副交感神経系 の
m u s c a rinic M2 受容体機能 の低下および コ リ ン作動性神経伝達能の 克進 が報告され
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て い る (70). さ らに , 抗原暴露が モ ルモ ッ ト気管支神経節細胞の興奮性を克進す る
こ と(71) が報告されて おり , これ らの報告は我々 の コ リ ン作動性神経機能克進の結
果を支持する もの で ある ･ ヒ ト気道(72) をはじめとした様々 な動物種 (73, 74) に
おいて , β作動薬が シ ナプス前で の コ リ ン作動性神経伝達を抑制する こ とが証明され
て い るが , 抗原暴露によ る交感神経系の機能低下が抗原誘発コリ ン作動性神経機能克
進に関与して い る 可能性も十分考えられる .
4. 小指
1) 抗原反復吸入暴露は eN A N C性神経機能を冗進させ る ことが示唆された ･
2) そ の 先進機序として知覚神経細胞内の神経ペ プチド産生量ある い は知覚神経から
の神経ペ プチド放出量 の増加が関与する可能性が示唆された . eNAN C性神経
から放出された神経 ペプチドは気道収縮反応, 気道分泌 , 血管透過性冗進および
好酸球のプライ ミ ング等 の気管支噛息の病因に深く関与して い る こ とが知られ て
い る . したが っ て , 慢性的なア レルギ ー 性気道炎症は, 炎症細胞以外に神経原
性機序によ っ て も制御されて い る こと考えられ る .
3) 抗原反復吸入暴露はコ リ ン作動性神経機能を克進さ せ た･ 慢性的な抗原暴露 に
よ っ て誘発され る この コ リ ン作動性神経機能の克進は気管支噛息 にお ける気道過
敏性冗進の 一 因 を担 っ て い ると考 えられる .
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第 2 章 知覚神経による気道炎症調節機構
気道炎症は気管支噛息の重要な発症要因と考えられ 炎症性細胞に 由来する炎症性
申達物質の遊離やL, 気道壁に介在する知覚神経系および副交感神経系の異常が こ の 気
道炎症に大きく関与して い る (8). また, 第 1 章で示 した よう に, 慢性的な気道炎
症は何らか の機序を介して気道の神経性反応を制御して い る と考 えられ る ･ 炎症性
伝達物質の中で も 1e Ⅵkotrie n e類は気管支晴息の重要な惹起物質と考えられて い る .
近年 の 1e ukotriene 類の 受容体括抗薬 (75) や合成阻害薬 (76) の 開発に伴い肺機能
における 1e ukotrie n e類の 生理作用が急速に解明され, 気管支噛息患者にお ける抗原
誘発 (7 7) ある い は運動誘発気道狭窄(78) におい て 1e ukotrie n e類が重要な役割を
果たして い る こ とが明らか にな っ た . また, 気道壁に分布する知覚神経から放出さ
れる神経 ペ プチド, 特に tachykinin 禁則ま, 気管支噂息の 症 状 に見られ るような気道
平滑筋収縮反応, 血管透過性克進ならびに気道粘膜分泌 の 克 進を誘発す る こ とが知 ら
れて い る (1 5).
幾つ か の報告にお い て 1e ukotrie n eD4(L T D4)･と ta chykinin 類間で の 相互 作用
が示唆されて い る . たとえば, c aps aicin 感受性知覚神経刺激に よる気道収縮反応
および血管透過性
i
JIJ進が L T D4 括抗薬 によ っ て 一 部抑制され る こ とが報告され (7 9),
ta chykinin 類が内因性 L T D4 遊離を
I
J
I
L進させ る こ とが示唆されて い る . 一 方, モ
ル モ ッ ト回腸縦走筋標本にお い て , L T D4 誘発収縮反応を s ubsta n c eP 括抗薬が 一
部抑制する (8 0). こ の こ とは回腸縦走筋にお ける LT D4 収縮反応 には s ubstane e
P が関与 して い る ことを示唆して い る . また, モ ル モ ッ ト肺組織 にお い て も L T D4
が知覚神経からの ta cbykinin 類放出を惹起する こ とが報告されて い る (8 1). し
か しながら, L T D4 誘発気道反応にお い て 内因性 ta chykinin 類が機能的に どの 程度
関与 して い る の かを明確に示す答えは得られて い ない .
本章で は, 炎症性伝達物質 L T D4 が知覚神経の炎症反応調節機構に どの 程度関与
して い るかを調 べ るために, c aps aicin 前処置 による知覚神経からの神経ペ プチド枯
渇ならびに n e u r okinin 括抗薬処置により L T D4 誘発気道反応が どの よう に変化す
るかを検討する .
- 1 8 -
1. 実験方法および使用薬物
1_ 1. 使用動物
実験には体重 350- 450g の Du nkin - Ha rtley 系雄性モル モ ッ ト(n = 7 0, 船
橋実験動物, 仙台) を用 い た . 動物は u r etha n e(2 g/kg) の腹腔内投与による麻酔
下に総頚静脈を露出させ て静脈内投与に供した . 実験の 30 分前に atr opin e(1
mg/kg) お よび pr opr anolo1(1 mg/kg) を静脈内投与して m usc a rinic お よ1び β-
adr en e rgic 受容体を介する作用を遮断した ･ また, 気管上部に気管カ ニ ュ
- レを装
着し, 人 工呼吸器 (ModelSN- 480- 7, シ ナノ製作所, 東京) に接続した . 人工 呼吸
は体重 1 00g あたり 1 ml の 1 回換気量を 60 回/min の 条件下で行 っ た ･ なお,
動物は約 37℃ の保温 パ ッ ド(Deltapha s eIs othe r m al Pad, m odel3 9D P, Br aintr e e
scie n c eln c, U K) 上 に背位に置き , 体温 を安定させた状態で実験を行 っ た ･
1-2. L T D4 誘発肺抵抗上昇の測定
気流量 Ⅳ) は気管カ ニ ュ - レに接続した ニ ュ ー モタ コ グラ フ (Model00, Fleis ch,
switz e rla nd) お よび差圧 トラ ンスデ ュ
ー サ ー (MP45, ±5 c mH20, Validyn e Co rp,
U S A) より得られ る差圧から算出した . 1 回換気量 吋T) は気流波形より算出した ･
肺内外圧 (Ptp) は気道内圧 (Pa o) および食道内バ ル
ー ン に接続した差圧トラ ンスデ
ュ
ー サ ー (M P4 5, ±100c mH20) か ら得られ る胸腔内圧 (Ppl) に より算出した ･ 肺
抵抗(RL) は Me ad & W hitte nberge r の方法(82) に従 っ て VT, Ⅴ お よび ptp よ
り算出した . 肺抵抗の変化は L T D4 吸入後 5 分間測定した.
1-3. L T D4 誘発血管透過性冗進の測定
血管透過性克進による血衆漏出は Ev a n sblu e の 血管外漏出量 によ っ て 測定した ･
L T D4 誘発気道炎症は LT D｡(5LLg/ml) を人 工呼吸器および気管カニ ュ
- レ間の 吸気
部位に接続した超音波ネブライザ - (N E-Ul lB, オム ロ ン, 東京) により 1 分間吸
入させ る こと により惹起した . L T D｡ 吸入 の 1 分前に Eva n sblu e(30 mg/kg) を静
脈内投与した . L T D｡ 吸入 5 分後に開胸し, 左心室より大動脈内 ヘ 挿入したカ ニ
ュ
- レか ら約 10 0ml の 生理食塩水を 80 m mHg の 圧力で環流する こ とにより血管
内の Ev a n sblu e を洗浄した . 環流液 は右心房より放出 した . 環流により環流廃
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液が無色透明にな っ て い る こ とを確認した後に肺を摘出し, 肺実質部を板上 で丁寧に
削ぎ落とした . 気道標本は主気管支および肺内気管支に分け, さらに肺内気管支は
中枢部位(ce ntr al intr apulm o n aryair ways, CIP A) および末梢部位 beripheral IP A,
PIP A). に分割して Ev an sblu e 漏出量の測定に供した ･ それぞれ の組織標本は湿重
量を測定した後に 37℃ に保温した 2 ml の fo r m a mide 中で 16 時間イ ンキ エ ペ
- 卜 して Ev a n sblu e を抽出した . 抽出液中 の Ev a n sblu e 濃度 は吸光度計
(spe ctr ophoto m ete r220A, 日立製作所, 東京) で 620 n m 波長の 吸光度を測定す る
こ とに より求めた . こ の とき Ev a n sblu e の検量線は o.5 - 1 0p g/ml の 範囲で
測定した . Ev a n sblu e 濃度を組織重量で補正して組織あたりの Ev a n sblu e 漏出
量 (ng/w et w eighttis s u e) を算出した .
1-4. Caps aicin 前処置 : 知覚神経 ペプチド枯渇動物モデルの作成
Caps aicin 処置 に よる ta chyk h in 類 を主 とする知覚神経伝達物質 の枯渇動物モ
デルを作製するために以下 の処置を行 っ た . 動物は keta min e(50mg/kg) お よび
Ⅹyla zin e(0.1 mg他g) の 筋肉内投与に より麻酔を行 っ た ･ また , a min ophyllin e(25
mかkg) 腹腔内投与および terbutalin e(0.1 mg/kg) 皮下投与を
`
c aps aicin 処置の
30分前 に施して c aps aicin に よる気道狭窄を防御 した . Caps aicin(5 0mg/kg) あ
るい は c aps aicin の溶媒(etha n ol/Tw e e n80, 1 ml/kg) を皮下投与し, そ の 1 週間
後に LT D4 誘発気道炎症実験 に供した .
1-5. 実験プロ トコ ー ル
1-5- 1. L T D4 誘発血管透過性冗進ならびに肺抵抗上昇に対する n e u r okinin _ 1 括抗
薬 F E8 88および LT D4 括抗薬 o NO- 1078 の作用
L T D4 誘発 Ev a n sblu e 漏出 ならび に肺抵抗上昇に対する n e u r okinin - 1(N Kl)
括抗薬 F E 88あるい は L T D4 括抗薬 o NO -10 78の 静脈内投与による作用は以下
の 7 群 におい て検討 した : 第Ⅰ群, dim ethyls ulfo xide(DM S O, 0. 1 mg/kg) および
生理食塩水吸入 (n = 5); 第Ⅱ群, F K 888(lo n g/kg) および生理食塩水吸入 (n = 5);
第Ⅲ群, O N O-1 0 78(2 0 0帽/kg) および生理食塩水吸入 (n = 5); 第Ⅳ群, D M S Oお
よび L T D4 吸入 (n - 6); 第V群 , F E 88(1 m g/kg) および L T D4 吸入 (n = 6); 第
Ⅵ 群 , F E8 8 (1 0 mg/kg) および LT D4 吸入 (n = 7); 第Ⅶ 群 , O N O-1 0 78(0.2
m g化g) および L T D4 吸入 (n = 5). F K8 88ある い は O N O_1 07 8は Ev a n sblu e
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(30 m g/kg) 静脈内投与の 1 分前に投与した .
1-5-2. L T D4 誘発血管透過性先進ならびに肺抵抗上昇に対する N Kl 括抗秦
c p 96345 および n e u r okinin -2(N K2)括抗薬 s R48968 の作用
L T D4 誘発 Ev a n sblu e 漏出ならびに肺抵抗上昇に対する n e u r okinin サブタイ
プの違い につ いて 調 べ るため に, N Kl 受容体括抗薬 c p 96345および n e u r okinin _
2(NI(2) 受容体括抗薬 s R 48968静脈内投与の作用 を検討した . C P96 345(4
mg/kg, n = 5), SR48968(0.3 mg/kg, n = 5) あるい は溶媒(D M S O,0.1 ml/kg, d = 5)
は Ev a n sblu e 処置の 1 分前に投与した . L T D4 誘発気道反応の惹起は Ev a n s
blu e 処置の 1 分後に行 っ た .
1-5- 3. L T D4 誘発血管透過性充進に対する c aps aicin 前処置の影響
Tacbykinin 枯渇 の影響を調 べ る ため に, c aps aicin 処置を行 っ た動物を用 い て
L T D4 吸入 (n = 8) ある い は生理食塩水吸入 (n = 8) 後の気道反応を検討した .
1_6. 使用薬物
F K8 88および o N O-1078はそれぞれ藤沢薬品工業(大阪)および小野薬品 (大
阪) から譲渡されたも の を用 い た . C P96 3 45は山之内製薬(東京) で合成したも
の を用 い た . S R 48968は Em o nds･ Alt 氏(Sa n ofl Re che r che, Fr a n c e) より譲渡
されたもの を用 いた . 他 に以下 の化合物を用 い た: Ev a n sblu e(Aldrich C hemic al
co., In c, U SA); substa n c eP, u r etha n eお よび Ⅹylazin e(Sigm a C he mic al Col,
U S A);dim ethyls ulhxide(D M S O), etha n ol,fo r m ami de および Tw e e n8 0(和光純薬
工業, 大阪);atr opin e s ulfat6(田辺製薬, 大阪);pr opr a n oll hydro chlori de(Imperial
c he mic al lndu strie splc, UK);5 %glu c o s e溶液お よび o.9% 生理食塩水 (大塚製薬,
東京);a min opbyllin e(エ ー ザイ , 東京);keta min e(三共 , 東京)･
Ev a n sblu e は 30 mg/ml の 濃度で 生理食塩水に溶解した後に孔径 ･o･ 22pm の フ
ィ ルタ - (M IL L E XIG V, M illipo r e, U SA) で波過したものを使用した ･ F K8 88,
O N O-1 078
,
C P 9634 5 お よび s R4 8968は投与容量が o･1 ml/kg に な るよ うに
D MS O に溶解し , マ イ ク ロ シ リ ン ジ (M S-N50, テ ル モ , 東京) で 投与 した ･
caps aicin は 50 mg/ml の濃度で 10 %etha n ol/10
0/o Tw e e n80/8 0 %生理食塩水
に溶解した . なお , 実験に使用した F K8 8 , C P9 6 34 5および s R4 8 96 8の 用量
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は in viv o 阻害活性が報告されて い る用 量を用い た(2 2, 83, 8 4)I
1- 7
. 統計解析
デ - 夕は平均値±標準誤差 (m e a n±S E) で表記した ･ 各群間の Ev a ns blue 漏出
量の統計的比較は Stude nt's u npair ed t-te st まは び Bonfer r o nic o r r e ctio n を用 い
て行 っ た . LT D4 誘発肺抵抗変化は二元配置分散分析ならびに Stude nt
'
s u npair ed
t_te st を用 い て統計的に比較した . 各種統計解析 に よ っ て p 値が o.o 5以下の値
を示 したもの を統計的に有意とした .
2
. 実験結果
2･1.
r
L T D4 誘発血管透過性先進に対する O N O-1 078 の作用
非刺激群 におも1て , 生理食塩水吸入暴露による Ev a n sblue の 気管組織中漏出量は
主気管支, 中枢側肺内気管支 (CIP A) お よび末梢側肺内気管支 bIP A) にお い て そ れ
ぞれ 13.8±3.3, 18.9±8.8 お よび 1 7.4±4.6 ng/mgtis s u eを示 した . こ の とき, L T D4
吸入 暴露による Ev a n sblu e 漏出量 は主気管支で 12 7.1±1 6.2 ng/mg tis s u e, CIP A
で 12 4.9±8.4 ng/mgtis s u e妾は び pIP A で1 78.3±1 8.2 ng/mgtis s u eを示 し, そ の
Ev apsblu e漏出量 は生理食塩水吸入暴露群 に比して 有意 に増加 して いた (Figur e6)I
L T D4 括抗薬 o N O-1 07 8(0.2 mg/kg) 静脈内投与は生理食塩水吸入 に よる Ev a n s
blu e 漏出量に対して影響を与えなか っ た . また, 同用量 の O N O- 1 07 8は L T D4
誘発 Ev a n sblu e漏出に対 して気管組織 の 全部位(主気管支, cIP Aおよび pIP A) に
おい て有意な抑制作用を示し , そ の ときの Ev a n sblu e 漏 出量 は生理食塩水吸入 によ
る漏出量 レベルまで ほぼ完全 に抑制された(Figu r e6).
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2-2. L T D4 誘発血管透過性冗進 に対する FK 8 8
.
の作用
FK 88 8(10mg偲g)静脈内投与は生理食塩水吸入 によ る Ev a n sblu e 漏出量に対
して影響を与えなか っ た. L T D4 誘発 Ev a n sblu e 漏出 に対して F K甲8(1 お よ
び 10
.
mg/kg) は 10mg倣g で 主気管支における漏出量を有意に抑制した ･ こ れ に
対して , F K888 は cIP Aおよび pIPA における Ev a n sblu e 漏出に対して は抑制
を示さなか っ た (Figu r e7)･
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Figu r e7. Effe cts of N El r e C ePtO r a ntago nist, FK 88 8(F耳), o n L T D4-indu c ed air w ay
pla s ma e x udatio nin m ain br o n chi, a nd c e ntral(CIP A) a nd pe riphe r al intr apu lmo n a ry
air w ays(PIP A). I : r e spons eto s alin einhalati. n(f. r1 min)afte riv inje cti.n
of D M S O(vehicle fo r F E 888, 0.1 mLIkg, n = 5). 孤 : r e spo nse t｡ s alin e
inhalation(10mg/kg,iv, n - 5). 地 内艶‥ re spo n s eto L T D4inhalatio n(5 帽/ml f.r1
mュn)a洗e rivinje ctio n of D M S O(n = 6). : r e spon s eto L T D4inhalatio n a洗e r
FK 888(1 mg/kg,iv, n = 6;a nd 10 m g/kg, iv, n = 7). T hedata a r epr e s e nted a sm e an土SE.
††p<0･01c o mpa r ed with v alu e s ofs alin einhalatio n a洗e rintr a v e n o usinje ctio n of D M S O.
☆☆
p<0･01c o mpa r ed with the v alue s of L T D4inhalation afte rintr a ven o u sinje ctio n of
DM SO･ Fo rfu rthe r abbr e viatio ns s e elege nd of figu r e6.
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2-3. L T D4 誘発血管透過性瓦進に対する C P9634 5および s R4 8 96 8の作用
C P 96 34 5(4 m g/kg)静脈内投与は L TD4 誘発 Ev a n sblu e 血管外漏出に対して
主気管支および cIP Aにお い て有意な抑制作用を示L!たが, pIP A にお い て は抑制を
示さなか っ た (Figur e8)･ また , s R 48968(0.3 mg/kg) 静脈内投与はいずれの気
道部位にお いて も有意な抑制作用を示さなか っ た (Figu r e8).
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2.4. L T D4 誘発血管透過性先進に対する c aps aicin 前処置の影響
caps aicin の 溶媒の みを前処置した動物にお い て L TD4 吸入暴露は, 主気管支,
cIP Aおよび pIP Aにお い て それぞれ 140･0±2 0･5, 133･5±12･1 および 197･3±23･O
ng!mg.tis s u eの Ev a n sblue 漏出を惹起した ･ こ の とき, 主気管支の Ev a nsblu e
漏出量 は c aps aicin 前処塵によ っ て有意に抑制された ･ しか し, 肺内気管支部位に
おいて は cIP Aおよび pIP Aとも溶媒処置群と c aps aicin 処置群の 間で有意な差は
見られなか っ た (Figu r e9).
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- 2 6 -
2_ 5. L T D4 誘発肺抵抗上昇 に対する O N O-1 0 78および F K88 8の作用
L T D4 吸入暴露は吸入後 1 - 5 分の 間で有意な肺抵抗上昇を示した (Figu r eI
l
o).
こ の肺抵抗上昇に対して O N O- 10 7 8(0.2 mg偲g) 静脈内投与は有意な抑制作用を示
し, 肺抵抗の 上昇はほぼ完全に抑制された . 一 方, F K888(long/kg)静脈内投与
は L T D4 誘発肺抵抗上昇に対して影響を与えなからた (Figure 10).
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2_6. L T D｡ 誘発肺抵抗上昇 に対する C P96 34 5および s R48 968 の 作用
sR 48 968(0.3 mg/kg) 静脈内投与は LTD4 誘発肺抵抗 の 上昇に対 して吸入後 1
分および 2 分で有意な抑制作用を示した (Figu r ell)･ こ れに対.Lて , C P 96345(
mg/kg) 静脈内投与は L T D4 誘発肺抵抗上昇に対して影響を与えなか っ た (Figu r e
l l).
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Figu r ell. Effe ct of C P 96345(㊨, 4 m g/kgiv) a nd S R 4 8968(醍 , 0.3 m g/kgiv) o n
pulm on a ry r e sista n c e(RL)cha nge s e v oked byL T D4inhalatio n. T he shaded a r e aindic ates
the pe riod of L T D4inhalatio n(fo r1 min). 0 : response to L TI)4inhalatio n afte rD M S O
pr etr e atm e nt･ T he data a r epr e s ented a s m e a n士S E. Ea ch point afte rL T D4inhalatio n
w a s signi丘cantlydiffe r e ntfr o m the pr einhalatio n(pr e)v alu e s(P〈O.05). At1 a nd 2min
a氏e rL T D4inhalatio n, RL valu es of S R 48968pr etr e atm e nt w e r esignific a ntbylo wer
tha n tho s e of D M SO pr etr e atm e nt (p<o.o5). T he r e was n o signinca nt diffe r en c e
betw e e nthe valu e s ofC P 963 45a nd D M S Opr etr e atm e nt. Fo rfu rthe rabbr e viatio n s e e
' 1ege nd of figu re6.
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3. 考察
本章で は L T D4 吸入 が気道 の中枢から末梢にかけて の全部位 にお い て 血管透過性
克進を誘発する こ と を示 した. モ ル モ ッ ト気道における L T D4 誘発血管透過性克
進につ い て は Ev a n sblu e(85,86) ある い は･125Ⅰ- ラベ ル牛血清アルブミ ン (87) を血
衆漏出の指標として 用 いて , 全気道部位におい て同等に血管透過性が克進する こ とが
報告されて い るが, 今回の結果はそれらの報告とほぼ 一 致して い る . L T D4 受容体
括抗薬, O N O-1078 は この血管透過性先進に伴う血管外 へ の 血衆漏出をほぼ完全 に
抑制した . すなわ ち, 気道組織における L T D4 誘発血管透過性先進は 1e uko仕ie n e
受容体特異的な反応で ある ことを示して い る .
今回, L T D4 誘発気道血管透過性克進における内因性 ta chykinin 遊離の 関与を調
べ るため に, c apsaicin 前処置および N Kl 受容体括抗薬処置 の 2 つ の手法を用 い た ･
caps aicin は知覚神経 C-fiber を選択的に刺激(88
- 90) するため, 本薬物を処置す
る こと により知覚神経から神経 ペ プチドを枯渇させる (9 1). Caps aicin 処置 を施し
た実験動物で は知覚神経刺激に よ る気道血管透過性克進が惹起されな い こ とが知 ら
れて い る (27, 8 9, 9 2, 93). また , N Ⅸ.1 受容体は血管透過性部位で あ る後毛細血管
細静脈床に局在してお り (18, 9 4), substa n c eP は n e u r okinin A や n e u r okinin B
よりも約 8 倍ほど強力な N Kl 受容体作動薬で ある ことから, こ の 神経 ペプチドは
モ ルモ ッ トに お ける ta cbykinin 誘発気道内血管透過性東進にお い て最も重要な伝
達物質で あ ると考えられて い る (9 5). N Kl 受容体括抗薬 F E 88 は知覚神経
刺激による気道反応を抑制する (96) ととも に外因性 s ubsta n c eP 誘発反応 (9 7)
を阻害する こ とが報告され て い る . 今回 の検討 にお い て c aps aicin 処置お よび
N Kl 受容体括抗薬投与はとも に L TI)｡ 誘発気道内血管透過性克進を中枢気道部位
におい て有意に抑制した . こ の 結果 は, 中枢気道にお い て は LTI)4 誘発血管透過
性克進機序に 一 部, 知覚神経からの t-a cbykinin 遊離を介したメカ ニ ズム が存在する
ことを示唆して い る .
肺組織を用 い た in vitr o 検 討 にお い て も LTD4 刺激が s ubstan c eP お よび
n e u r｡kinin A 産生 を増強する こ と (81) が報告されて お り, こ の こ と は今回 の in
viv ｡ で の モ ル モ ッ トの 結果を支持するもの と思われ る ･ L T D4 による ta chykinin
遊離 に 関 して は , 回 腸 を用 い た実験 で今 回と同様 の こ と が 示唆さ れ て い る ･
Blo o mquist ら (8 0) はモ ル モ ッ ト回腸標本 にお い て L T D4 誘発収縮反応は神経毒
tetr odoto xin に よ っ て 一 部抑制され る こと を示 し, こ の 抑制作用が caps aicin 前処置
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ある い は s ubsta n c eP 括抗薬処直により消失す る こ とを報告して い る ･ これ に対
して , Ma n zini お よび Meini(98) は モ ルモ ッ ト主気管支標本にお い て c aps aicin
前処置 は LT D4 誘発気管支収縮反応に対 して影響を及ぼさな い こ とを報告して い る ･
本研究に おい て は c aps aicin 前処置 の L T D4 誘発気道収縮反応に対する検討を行 っ
て い な い た めに Ma n zini ら の報告と比較す る こ とは で きな い が , in vitr o で の
c aps aicin 前処置と in viv o で の 同前処置との間で は何らかの機能的違い が存在する
のか もしれな い .
今回 , c aps aicin 前処置および N Kl 受容体括抗薬処置がともに気道の中枢部位に
お い て の み L T D4 誘発血管透過性克進を抑制す る こ と を示 した . こ の こ と は
L TI)｡ 誘発気道炎症 におけ る ta cbykinin を介した機序は細気管支の ような気道末
梢部位よりも気管あ る い は主気管支 の ような中枢気道部位にお いて 関与して い る こ
とを示唆して る . Substa n ceP 含有神経細胞(99) は気道組織の はぼ全域に存在し
て い るが , 知覚神経刺激に よる気道血管透過性冗進は末梢気道部位に 比して中枢気道
部位 の方が顕著な増強を示す ことが知られて い る (10 0, 101). こ の こ とは, 外的刺
激 に対する知覚神経の機能的反応性は末梢気道部位よりも中枢気道部位に お い て 高
い こ とを意味して い る . すなわち , 主 に中枢気道部位 におい て は知覚神経が L Tb4
刺激に よ っ て 活性化され 内因性 s ubsta n c eP を放出する と考えられ る . したが
っ て , 中枢気道部位で は L T D4 を介 した炎症は後毛細血管静脈床の N Kl 受容体お
よび L TD4 受容体 の 双方を介した機序 によ っ て 引 き起 こ さ れ , 末梢気道に おける
L T D4 誘発気道炎症は主 に L T D4 受容体 の み によ っ て 惹起され るも の と考えられ る .
われ われ は LTD4 と同様に気道炎症の惹起物質で ある br adykinin も中枢気道部位
に お い て 同様な内因性 ta cbykinin を介する機序を有して い る こ と を報告して る
(22). 恐 らく , 少なく とも中枢気道部位にお い て は , L T D4 を含む炎症性伝達物質
に よ っ て 惹起され る気道炎症は知覚神経刺激を介す る調節機構 によ っ て 制御されて
い る と考えられ る .
本章で の 検討 にお い て , F K 888は これ まで の報告 (96, 97) に比 べ て 高用量 にお い
て の み抑制作用を示した . こ の FK 8 8 の 薬理作用が非選択的な活性に よる可能性
もある ため, われ われは化学構造的に異なる N Kl 括抗薬 c p9364 5を用 い て も同様
の検討 を行 っ たが , 本括抗薬も F K888 と同様に中枢気道部位にお い て の み L T D4
誘発血管透過性冗進を抑制した . したが っ て , F K888の 示した抑制作用は N Kl 受
容体 に選択的な作用で ある と考えられ る .
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L T D4 吸入 は肺抵抗を有意に上昇させ たが , 血管透過性克進に対して有意な抑制作
用を示した N Kl 括抗薬 F K88 お よび c p9 36 4 5は この L T D4 誘発肺抵抗上昇
に対して作用 を示さなか っ た . これ に対して , N K2 括抗薬 s R4 8968 は有意に
LT D4 誘発肺抵抗上昇を抑制した . これ らの結果は ta chykinin が N K2 受容体を
介して気道平滑筋収縮を引き起こすとい う事実 (1 5,9 5) とよく 一 致するもの で ある .
したが っ て , 今回得られた L T D4 誘発気道抵抗の 上昇は血管透過性冗進ある いは粘
膜下の気道浮腰による壁肥厚に由来する もので はなく , 平滑筋収縮反応に起因する も
の で ある こ とが示唆された. 一
4. 小指
1) モ ルモ ッ トにお い て L T D4 吸入が気道の血管透過性冗進ならびに気道狭窄を惹
起した .
2) Capsaicin に よる知覚神経からの ta chykinin 枯渇, および N Kl 受容体括抗薬
投与は中枢気道部位におい て LT D4 誘発血衆漏出量 の増加を
一 部抑制した ･
3) N K2 受容体括抗薬は L T D4 誘発気道抵抗 の 上昇を有意に抑制した･
4) 以上 の結果より , L T D4 誘発気道反応には
一 部, 知覚神軽からの ta chykinin 遊
離を介した機序が関与する こ とが示唆された .
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第 3 章 神経原慢気道炎症におgサる KA T Pチャ ンネル の関卑
A T P感受性 K･ (KAT P) チ ャ ンネル開口薬は血管拡張作用 (10 2) がよく知られ て
い るが , そ の機序は細胞膜 K･ チャ ンネル開口により細胞外 へ の K
' イ オ ン流出を侭
進する こ とで細胞膜を過分極させ る こ とと考えられて い る (102, 103, 10 4)･ こ れ
まで に K･ チャ ンネル開口薬は a c etylcholin e(25, 2 7) および histamin e(2 5)誘発
気道平滑筋収縮反応ならびに se r oto nin (5-H T)誘発気道狭窄(24) を抑制する こと
が報告されて い る . また , A T P感受性 K' チャ ンネル開口薬が コ リ ン作動性神経
ある い は eN A N C性神経刺激に より惹起され る気道平滑筋収縮反応を抑制する こ と
が知られて い るが , こ の作用 は平滑筋収縮反応に対する機能的括抗作用だけでな く コ
リ ン作動性神経および eN A N C性神経終末から の a c etylcholin e や s ubsta n c eP
と い っ た神経伝達物質の放出制御機序が関与して い る こ とが報告されて い る (27) .
知覚神経より放出される s ubsta n c eP は気管支収縮だけでなく気道炎症の惹起物質
として知られ, 強 い血管透過性先進作用を有する (5). 気管支曝息にお い て気道炎
症は重要な病因と考えられ (8), 知覚神経を介した神経原性炎症もそ の 一 端を担 っ て
い る . しかしなが ら, こ の 気道炎症におい て A TP感受性 K＋ チ ャ ンネルが どの
ように関与して い るかを検討 した報告は未だない . 本章で は, Ⅹ＋ チ ャ ンネル開 口
薬を用 い , 神経原性気道炎症における A TP感受性 K＋ チ ャ ンネルの 関与に つ い て検
討する .
1. 実験方法および使用薬物
1- 1. 使用動物
実験に は体重 30 0- 3 5 0g の Ha rtley 系雄性モル モ ッ ト(船橋実験動物, 仙台,
n = 88) を用い た. 動物は ur etba n e(2 g/kg)腹腔内投与によ る麻酔下に 3 7℃ の
保温 パ ッ ド(Deltapa s els othe rm al Pad, Model39DP, Br aintr e eSciehc eln c. , U K)
上 に置 き左頚動脈, 両頚静脈ならびに両迷走神経を露出した . 左頚動脈に はポリ エ
チ レンカ ニ ュ - レ (P E- 5 0) を挿入して , 接続した圧 トラ ンスデ ュ ー サ - に より血圧
を測定した . また, 両頚 静脈は静脈内投与に使用した . 静脈投与に はマ イク ロ シ
リ ン ジ (M S-N5 0, テルモ , 東京) を用 い た ･ 動物は実験の 30分前に atropine(1
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mg/kg) および pr opr a nolol(1 m g/kg) を静脈内投与し, m u s c a rinic 受容体ならび に
β2- adr e n e rgic 受容体を介した刺激を遮断した ･
1_2. 迷走神経刺激気道炎症実験プロ トコ ー ル
両側の頚部迷走神経は中枢側を切断した後にそれぞれ白金電極を装着した . Y M
9 34 静脈内投与実験にお い て以下の 6 群を用 い た : 第Ⅰ群, Y M 934溶媒 (1
ml/kg 静脈内投与) 前処置および模擬的神経刺激 (n = 5); 第Ⅱ群, Y M 934 (10 0
mg/kg 静脈内投与)前処置および模擬的神経刺激(n = 5); 第Ⅲ群, Y M 934
■ 溶媒前
処直および迷走神経刺激(n = 6); 第Ⅳ群, Y M9 34(lo 順/kg 静脈内投与) 前処置お
よび迷走神経刺激(n = 6); 第Ⅴ群, Y M 93 4(S o雌/kg 静脈内投与)前処置および迷
走神経刺激(n = 6); 第Ⅵ群 , Y M 934(1 0 帽/kg 静脈内投与)前処置および迷走神経
刺激(n = 6). Y M 934 あるい は溶媒は Ev a n sblu e(3 0mg/kg)静脈内投与の 1 分
前に処置し, 処置 1 分後に迷走神経刺激あるい は模擬的神経刺激を行 っ た . なお,
迷走神経刺激は電気刺激装置 (S E N 32 01, 日本光電, 東京) を用い て 5 V, 7Hz お
よびパルス間隔 5 m s の 条件下で 3 分間行 っ た.
外因性 s ubsta n c eP(0. 5 および 1 帽/kg 静脈内投与)誘発血管透過性克進 に対す
る Y M 934(100LLgrkg, n = 5) ある い は溶媒 (n = 5) の 作用は, 迷走神経刺激と同程
度の Ev a n sblu e 漏出量増加を示す s ubsta n c eP 量を用 い て行 っ た . ⅥⅦ 9 34あ
る い は溶媒は Ev a n sblu e 静脈内投与 1 分前に処置し, 処置 1 分後に 各用量 の
s ubsta n c eP 静脈内投与により血管透過性克進を惹起した .
A T P感受性 K･ チ ャ ンネル阻害薬 glibe n cla mide(2 5mg/kg)存在下 (n = 6) お
よび非存在下 (glibe n clami de 溶媒 5 ml/kg, n = 7) で の Y M9 34(lo 雌/kg, 静脈
内投与) の迷走神経刺激血管透過性冗進に対する作用を検討した ･ また, 擬刺激条
件下で も同様に glibe n cla mide(n = 5) およびその 溶媒(n = 5) の 作用 を検討した ･
なお , glibe n cla mide ある い はそ の 溶媒は Y M9 34投与の 1 5分前に ゆ っ く りと
(約 o. 5 ml/m上n) 静脈内投与した ･
1- 3. 気道血管透過性冗進の測定
気道組織内 Ev a n sbln e 漏出量の 測定は第 2 章で記述した方法に準じて行 っ た ･
迷走神経刺激あ る い は substa n c eP 刺激 1 分後に肺動脈および大動脈を環流し, 気
道組織を摘出した . 気道部位は気管, 主気管支, 中枢側および末梢側肺内気管支(そ
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れぞれ , cIP Aおよび pIP A) の
r
4 部位に分けて Ev an sblu e 漏出量 を測定した ･
1_4. 使用薬物
K･ チャ ンネル開 口薬 Y M9 3 4は山之内製薬 (東京) で合成したもの を使用 した ･
そ の 他に以下の化合物を使用した : Ev a n sblu edye, glibe n cla mide, substa n c eP
お よび u r etha n e(Sigm aChe mic al Co. , U SA);dim ethyls ulfo xide(D M S O), etha n ol,
f. r m ami de および soditl mhydr o xide 溶液(NaO H, 和光純薬工業, 大阪);atr opin e
s ulfate(田辺製薬, 大阪);pr opr a n oll hydrochlo ride(Impe rial C hemic al lndu s七rie s
plc, U K);50/. glu c o s e溶液および生理食塩水 (大塚製薬, 東京)･
y M9 34は 1mg/ml にな る よう に 10% etha n ol, 10 %I)M S Oおよび 80 % 蒸留
水 に溶解したも の を蒸留水 で順次希釈して使用 した . Glibe n cla mide は o.1N
NaQH に 2 5mg/ml で溶解したも の を 5 %glu c o s e溶液で 5 m g/ml に希釈して使
用した .
1- 5. 統計解析
デ ー タは平均値±標準誤差 (m e a n±S E) で表 示 した ･ 平均血圧 は以下 の 式より算
出し, 各群間で Stude nt's u npair edt-te st に より統計的解析を行っ た ･
[平均血圧】= [拡張期血圧 ＋ 0.3 3 × (収縮期血圧 - 拡張期血圧)]
Ev a n sblu e 漏出量は Student's u npair edt-te st お よび Bo nfe r r o nic o r r e ctio n 多
重検定により統計的解析を行 っ た . また, それぞれ の統計的解析により得られた p
値が o.o 5以下の 値を示したも の を統計的に有意な差があ ると判断した .
2. 実験結果
2-1. 迷走神経刺激血管透過性冗進に対する Ⅹ＋ チ ャ ンネル開口薬 ⅥⅦ93 4の作用
迷走神経刺激は気管, 主気管支, cIP Aお よび pIP Aの す べ て の気道部位にお い て
有意に血管透過性を克進した (Figur e1 2). Y M9 34(10 - loo雌/kg) 静脈内投与
はそれぞれ の気道部位におけ る迷走神経刺激血管透過性冗進を用量依存的に抑制し
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た . こ の とき, Y M9 34(lo o雌/kg) 静脈内投与は擬刺激条件下の 血奨漏出量 に対
して影響を及ぼさなか っ た(Table4)∴
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2_ 2. 外国性 s ubsta n c eP 誘発血管透過性先進に対する YM 9 3 4の 作用
外因性 substan c eP (0. 5 お よび 1 順位g) 静脈内投与はす べ て の気道部位にお い
て迷走神経刺激とほぼ同程度の血管透過性
L
J
I
L進を示した (Figu r e1 3). こ の外因性
s ubst早n c eP 誘発血管透過性先進 に対して Y M 934(loo 雌/kg) は抑制作用を示さな
か っ た .
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2- 3
. Y M 9 34の 抑 制作 用 に対 する A T P感 受 性 K･ チ ャ ン ネ ル 阻 害薬
glibe n cla mide の作用
A TP感受性 K' チ ャ ンネル阻害薬 glibe n cla mide(2 5mg/kg 静脈内投与) それ自
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身は擬 刺激条件下 の 血 祭漏 出 に 対 し て 影 響を及 ぼさ なか っ た (Table 4).
Glibe n cla mide(25 mg/kg) の 静脈内投与により Y M 93 4(l o 雌/kg 静脈内投与) の
迷走神経刺激誘発 Ev a n sblu e 漏出量増加に対する抑制作用はす べ て の 気管部位で
ほぼ完全 に消失した (Figu r e14).
934 の作用 は影響を受けなか っ た .
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T he ope n colu m ns indic ate the r e spon se to sh am stim ulatio n(sha m)
afte rintr a v e n o u sinje ctio n ofvehicle for Y M 934(0) (1 ml/kg, both n
= 5)･ The clo s ed
colu m n sindicate the r e spon s eto v agal nerv e stim ulatio n afte rintr ave n o u s･inje ction of
v ehiclefo rY M 93 4(v ehiclefor glibe n cla mide, n = 6; glibe n cla mide, n
= 5)･ T he oblique
c olu m n sindicate the r e spo n s eto v agal n e r v estim ulatio n after Y M 93 4(100mg化g,
intr a v e n o u s)(v ehiclefo rglibe n cla mide, n = 7,
I
glibe n cla mide, n = 6)･ T he data a r egiv e n
as m e a n土S E. Signific a ntdiffe r e n c e sbetw e e n m e an s w e r e a n alyz edbyStude nt
'
s t-test･
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Table 4. E ffe ctof Y M 93 4a ndglibenclami de o nba s alpla s m ale akage
Pla s m ale akage(ng/m gtis s u e)
Tr a che a Main br o n chi CIP A PIP A
Vehiclefo rY M9 34
(n = 5)
Y M934(100トtg/kg)
(n = 5)
Vehiclefo rG B
(n = 5)
G B(2 5m g収g)
(n = 5)
13.0土3.5
2 4.5土11.8
13.9土6.3
12.4土2.0
1 7.9土8.0
17.2土3.2
16.0土5.1.
1 7.4土5.8
15.6土1.5
12.3土4.3
18.8土5,0
1 8,2士1.8
13.2土3.8 1 5.9土3.6 20. 7土3.2 20.2土3.2
valn e s a re m e a n土SE. CI P Aa nd PIP A; centr al and peripheral intr apulm o n a ry air w ays･ G B =
ghben cla mide. Vehicle fo rY Mg3 4con sists of etha n ol, D M SO a nd distilled w ater･ Vehicle fo r
GB in cludesglu c os e, NaOH a nd dis七illed･ w ater･ No signific a nt diffe r e n c e w a s ob e r v ed a m o ng
the v alu e s of Y M 9 34, v ehiclefo rY M 93 4, GB a nd v ehicle fo rG B(Stude nt
'
s unpairedt- te st),
2_4. 血圧 に対する Y M 934 の作用
y M 93 4は拡 張期血圧お よび収縮期血圧 を用量依存的 に 下降さ せ た (Table 5,
Figu r e15). Y M9 34各用 量の 最大反応は処置後 1 分以 内に認 められ た ･
6 0
B P
(To ｢ r)
4 0
20
0 -
Y M934(iv) 1 0いg/kg 30Llg/kg l o oLlg/kg
J
l min
Figu r e15. Re c o rding of syste mic blood pre s s u r e(BP). T he tim e of intr a v e n o u s(iv)
inje ctio n, with Y M 934is sho wn bythe clo s edtriangles .
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Table 5. M e a nbloodpr e s s u r e cha ngebyintr a v e n o u sY M 934
Pr e l nje ctio n ･ Po stinje ctio n A cha nge
m mHg % cha nge
Vehicle
(n = 6)
YM 93 4(1 0p g/kg)
(n = 6)
YM 934(30トIg/kg)
(n = 6)
Y M934(100p g/kg)
(n = 6)
44.4土5.9
4 2.5土4.0
40.6土3.0
4 7.3土7.7
31,1土1.8
26.6土2.4
2.1士3, 3 2. 1土3.3
- l l. 4土2.9* - 25.3土5.1* *
- 13.9j=1.0* - 34.7土2. 1* *
37･3土1･4 2 3･5土0･7 - 1 3.8土1.7* - 3 6.6土3.1* *
valu e s are m e a n土SE. VehicleforY M9 34co n sits ofetha n ol, DM S Oa nd distille r w ate r.
･ p<o,o 5, ** p<0,0 1c o mpa red with v alu e s ofv ehiclefo rY M 934 ad ministr atio n(Stude nt
'
s u npaired
t-te st).
3. 考察
気道内血管透過性克進は, 後毛細血管静脈 にお ける内皮細胞の収縮によっ て内皮細
胞間接合部の 間隙が開く こ とに より 引き起こ される . こ の ことは既に病理組織学的
ある い は薬理学的に裏付けられて い る (7). モ ルモ ッ ト気道にお ける神経原性血管
透過性克進は atr opin e, pr opr an olol ある い は神経節遮断薬 he x am etho niu m の 前
処置 に よ っ て影響を受けな い ことから, 知覚神経由来の ta chykinin 類に よっ て 引き
起 こされ る と考えられて
.
い る (100, 105)･ また, c aps aicin 前処置 による知覚神経
内の神経 ペ プチド枯渇 (10 5) ある い は ta cbykinin 括抗薬投与(5) に よ っ て こ の 血
管透過性先進は抑制され る こ とが知 られて い る . さらに , s ubsta n c eP はモ ルモ ッ
ト気道に おい て最も強い血管透過性冗進作用 (106) を示 し, その 受容体は上気道から
末梢気道の あ らゆ る部位 の気道平滑筋および血管内皮細胞に存在して い る (1 5)I
y M9 3 4はモ ルモ ッ ト気道の神経原性血管透過性克進を抑制したが , 神経剤撒と同
程度の 血衆漏出量を示す外因性 s ubsta n c eP によ る血管透過性克進に対して は影響
を与えなか っ た . Y M9 34は収縮期および拡韻期血圧を他 の K十 チ ャ ンネル開口
薬(1 0 7, 108) と 同様に用量依存的に下降さ せた ･ 気管支動脈の弛緩反応は血管透
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過性発現部位で ある後毛細血管静脈で の血流量を増加させ , そ の結果 , 気道組織 にお
い て 血管透過性が冗進する 可能性が ある . 実際, 第 4 車で述 べ る よう に高用量
B R L 382 27(60 帽/kg 静脈内投与) はそれ自身で気道組織 に 掛ナる血管透過性を先
進させた . しか しながら, 本章で用 い た Y M 934 の 用量 は非刺激時の 血衆漏出量
に影響を与えず, 外因性 s11bsta n c eP 誘発血管透過性先進に対して も有意な影響を
与えなか っ た . さ らに, Y M934 の抑制作用は glibe nclami de 処置により完全 に
消失した こ とより, 今回得られた Y M 934 の神経原性血管透過性先進に対す る抑制
作用は A T P感受性 K＋ チ ャ ンネル 開 口作用によ る もの で は ある が, 血 圧下降作用
ならびに血流量変化に基づく間接的な作用で はな い と考えられ る . したが っ て , Y M
934 は知覚神経終末からの神経 ペプチ ド放出を阻害する こ とに よ っ て 神経原性血管
透過性冗進を抑制する と考えられ る .
知覚神経からの神経ペ プチ ド放出を調節する種々 の薬物 (109) が知られ て い る ･
opioids は中枢神経にお い て s ubsta n c eP 放出を阻害す る が , 気道 に お い て も
ta cbykinin 放出阻害によ っ て 神経原性血管透過性先進を抑制する (21)･ さ らに,
y- a min obutyric a cid(G A B A)B 受容体 (1 10), hista min e H3 受容体 (10 1) お よび
n e u r opeptide Y 受容体(1 1 1) は知覚神経終末に存在するが , 気道にお い て これ ら受
容体 の活性化は知覚神経か らの神経ペ プチ ド放出を阻害する こ とが知られ て い る ･
こ の よう に知覚神経 の シ ナプス前に存在す る数多く の異な る受容体刺激が いずれも
神経 ペ プチド放出を阻害する こ とから , それ らの阻害作用 に共通 の 機序が存在して い
る はずで ある (1 09). たとえば, ラ ッ ト脳切片標本に お い て LL- OPioid, G A B AB お
よび m u s c a rinic M2 受容体刺激はいずれも細胞膜 K＋ コ ン ダク タン ス を増強させ る
とと もに細胞膜 の 過分極を介して神経細胞の 活性化 を抑制す る こ とが報告され て い
る (1 12)･ 以前の研究にお い て , わ れわれ は抗噛息治療薬 ibudila st が A T P感受
性 K･ チ ャ ンネル開口を介して 知覚神経終末からの神経 ペ プチ ド放出を阻害し, 神経
原性血管透過性克進を抑制する こ と を報告した (1 13). したが っ て , K' チ ャ ンネ
ル が様々 な シナプス前受容体の 活性化 に よ っ て惹起され る神経 ペ プチド放出阻害 に
共 通 の 機序として存在す る可能性が考えられ る .
K･ チ ャ ンネル開 口薬は K･ チ ャ ンネル開 口作用 に よ る細胞膜 の 過分極 (103) を
作用機序とす る平滑筋弛緩薬 で あ る . K＋ チ ャ ン ネル開 口薬 c r o m akalim は in
viv o(2 4) お よび in vitr o(2 5) にお い て モ ル モ ッ ト気道平滑筋を弛緩させ る ･ また,
ラセ ミ体 cr ｡ m akalim の 活性体で あ る B R L38 2 2 7も また ヒト気道平滑筋標本を弛
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緩させ る こ とが知 られて い る (2 6). 神経原性気管支収縮反応にお い て , c r o m akalim
はコ リ ン作動性収縮反応および eN A N C性縮反応の 両収縮機序を抑制する ことが報
告されて い るが , こ の 抑制作用は気管支平滑筋に対する直接弛緩作用だけで はなく 上
向性コ リ ン作動性神経からの A C b放出抑制ならびに eN A N C性神経からの神経 ペ
プチド放出抑制に よ っ て 引き起 こ され て い る (27). 第 1 章で述べ た よう に, 気管
支噛息の動物モデルで あ る慢性的抗原暴露モ ルモ ッ トは気道組織にお い て コ リ ン作
動性および eN A N C性神経の反応性が冗進して おり , 気管支噛息における神経原性
気道反応の 重要性が示唆され る . 本章の結果より , A TP感受性 K
' チ ャ ンネル開
口薬は知覚神経からの神経 ペプチ ド放出を阻害する こ とで神経原性気道炎症を抑制
する ことが示された .
4. 小活
1) 本研究 にお い て , a. チ ャ ンネル 開 口薬 y M 934 はモ ルモ ッ ト気道における神
経原性血管透過性先進を抑制した .
2) 外因性 s ubsta n c eP 誘発血管透過性先進に対 して は抑制作用を示さなか っ た こ
とより , K･ チ ャ ンネル 開口 薬は知覚神経終末からの substa n c eP をは じめと
する神経ペ プチドの放出を阻害する こ とで神経原性気道炎症を抑制する こ とが
示唆された .
3) 従 っ て , K･ チ ャ ンネル開 口其 の ような知覚神経機能を調節する薬物は, 神経原
性気道炎症を制御す るの に有用で ある と思われ る ･
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第 4 章 抗原誘発気道炎症における KA TPチャ ンネルの 関卑
免疫グロブリ ン , 特に IgE を介したアレルギ
ー 性気道反応は , 気管支噛息にお い
て重要な病因 の 一 つ と考えられ る (1)･ なか で も, 抗原吸入によ っ て肥満細胞から
遊離す る histamin e や L T D4 とい っ た炎症性伝達物質 (1 14) 紘 , 気管支収縮反応
ならびに血管透過性先進をはじめとす る気道炎症を誘発す る . 気管支噛息 の気道炎
症にお い て は, 策 3 章で 示 したよう に知覚神経を介した神経原性炎症が存在す るが ,
従来か ら知られ て u る抗原により誘発され る ア レルギ
- 性気道炎症反応も重要で あ
る . こ の アレルギ - 性反応は主に肥満細胞からの bista min e 遊離お よび L T D4 遊
離を介して誘発され るが, こ の 抗原誘発気道炎症に対する K' チ ャ ンネル開 口其の作
用に つ い て 明確な報告はない . 本章にお い て , 抗原誘発気道炎症反応に対する K
＋
チ ャ ンネル開 口其の作用を検討す る こ とで , 気道炎症にお い て A TP感受性 K' チ ャ
ンネルが どの ようrt=関与して い るか解明を試みた .
1. 実験方法および使用薬物
1_ 1. 使用動物
実験に は能動感作した Du nkin - Ha rtley 系 敵性モ ル モ ッ ト (船橋実験動物, 仙台,
体重 20 0 - 250g, n = 7 7) を用 い た . 抗原感作は o･5 ml 中に 10 将 O V albu min
(o A) お よび 1 00m g Al(O H)3 を含む生理食塩水溶液を 4 週齢モルモ ッ トの 腹部 に
2 箇所皮内投与する こ とに より行 い , 抗原感作 3 週間後に実験 に供した (40)･
1_2. 抗原誘発気道炎症実験プロ トコ ー ル
動物は u r etba n e(2g/kg) 腹腔内投与に より麻酔後, 体温 を約 37℃ に維持する た
め に保温/h
o
ツ ド上に置 き, 血圧測定の ため に左頚動脈ならびに薬物投与の ために両頚
静脈をそれぞれ露出させた . 左頚動脈 に はポリ エ チ レ ンカ ニ ュ
- レ (P E- 50) を挿
, 入 して , 接続した圧 トラン スデ ュ ー サ ー により血圧 を測定した ･ 実験の 30分前に
atr opin e(1 mg/kg) および propr a n oll(1 mg/kg) を静脈内投与して m u s c a rinic お
よび β2- adr e n e rgic 受容体反応を遮断した ･ 上気道部に気管カ ニ ュ
- レを挿入 し,
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接続した人 工呼吸器 (Model S N-4 8 0- 7, シナノ製作所, 東京) に より 1 ml/1 00g の
1 回換気畳を 60 回/min の 条件下で 人工換気した.
o阜(3 mg/ml) ある い は 生理食塩水吸入暴露は超音波ネブライザ
- (N E-Ul lB, オ
ム ロ ン , 束京) を用 いて霧化(平均粒子径 5.Opm) し, 人工呼吸器の 吸気側を介して
気管カ ニ ュ - レより 30秒間行 っ た . 本吸入暴露実験に 削 )て は以下の 5 群を用
い た : 第Ⅰ群, D M S O(B RI+3827溶媒, o.1 ml/kg 静脈内投与) 前処置および生
理食塩水吸入暴露 (n = 6); 第Ⅱ群, B R L382 27(200帽/kg 静脈内投与)前処置およ
び生理食塩水吸入暴露(n = 6); 第Ⅲ群, D M S O前処置および o A吸入暴露 ･(n = 6);
第Ⅳ群, B R L38227(200帽/kg 静脈内投与) 前処置および oA 吸入暴露(n = 6); 第
Ⅴ群, B R L 38227(600 帽/kg 静脈内投与) 前処置および o A吸入暴露(n = 5)I
D M S Oある い は B R L 382 2 7は Ev a n sblu e(30mg/kg) 静脈内投与の 1 分後 に投
与し, そ の 1 分後に OA あるい は生理食塩水を吸入暴露した ･ 吸入暴露後 5 分
間の肺抵抗を測定す ると共に, 5 分後の気管組織 へ の Ev a n sblu e 漏出量 を測定した ･
なお , 測定方法は第 2 車で記述した方法に準じて行 っ た. ただし, Ev a n sblu e 漏
出畳の測定は気管, 主気管支, 中枢側肺内気道(CIP A) および末梢側肺内気道 bIP A)
の 4 部位を用 いて実施した .
1_3. Hista min e ある いは L TD4 誘発気道炎症実験プロ トコ ー ル
実験は抗原誘発気道炎症実験に準じた方法に従い , O A能動感作モル モ ッ トを用 い
て行 っ た . H ista min e(2 mg/ml), L T D4(5 mg/ml) お よび生理食塩水は超音波ネブ
ライザ ー を用 い て 霧化し, 人工 呼吸器の吸気側を介して気管カ ニ ュ
- レより 1 分間
行っ た . 本実験にお い て 以下の 6 群 を用 い た : 第Ⅰ群, DM S O(0･1 mU kg 静脈
内投与) 前処置および生理食塩水 Olista min e 溶媒) 吸入暴露 (n
= 6); 第Ⅱ群 ,
D M S O前処置および bista min e 吸入暴露 (n = 6); 第Ⅲ群, B RL382 2 7(200 帽/kg
静脈内投与)前処置および bista min e 吸入暴露(n = 6); 第Ⅳ群, D M S O前処置およ
び生理食塩水(IJT D4 溶媒)吸入暴露(n = 6); 第Ⅴ群, DM S O前処置および L T D4
吸入暴露(n - 6); 第Ⅵ群, B R L382 2 7(200p g/kg) 前処置および LTI)4 吸入暴露(n
= 6)･ H ista min e お よび L T D4 濃度は O A吸入暴露と同程度の肺抵抗上昇ならび
に Ev a n sblu e 漏出克進が得られ る濃度を用 い た ･
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1-4. 抗原誘発 hista min e 遊離量 の測定
o A能動感作したモ ルモ ッ ト 12 匹か ら摘出した厚さ 1 - 2 m m の肺組織標本
を用 い た . 肺切片(1 0 m g) は 37℃ に保温した 1 ml の 10 m M H E P E Sバ ッ フ
ァ ー を含む Tyr ode
'
s 液中で 1 5分間安定化させた後に O A(0･03- 1 帽/ml)ある い
は生理食塩水で 30分間暴露した .
H ista min e 量 は高速液体タ ロ マ
.
トグラ フイ - (H P L C) を用 い て定量した (115)･
そ れぞれ のサ ンプルから採取した o.5 ml の上清あ る い は肺切片サ ンプルに 2 5tAl
の 60 %pe r chloric a cidを添加した . 肺切片サ ンプルはポリトロ ン
･ ホモ ジナイザ
- (Kin e m atica, S witz e rla nd, 15 秒 間) を用 い て粉砕した後に , 15 分間遠心
(10,00 0× g) して 上清を得た . 5 0t^1 の 上浦を H P L C装置 に注入して hista min e
を c atio n- e xcha nge r(T S K S P,2S W, 6 m mintr ader mally X 1 5c m, 束ソ
-
, 束京)
に より分離した後にアルカリ条件下 で αpbtbalaldehyde に より誘導し, 蛍光測定装
置 (F-1 100, 日立, 東京) を用 い て 3 6 0- 4 50n m の 波長範囲で蛍光強度を測定し
た . H ista min e 遊離量 は肺組織中 bista min e 総含量 に対する割合(%) で表示 し
た . こ の とき, 肺組織中 hista min e 総含量は反応上浦中 hista min e 畳 と肺切片サ
ンプル中 bista min e 量の 和に よ っ て 算出した.
1. 5. 使用薬物
A T P感受性 K･ チ ャ ンネル 開 口薬 B R L3822 7 は Smith Klin e Be e cha m 製薬
(東京) より譲渡されたもの を使用した ･ 他 に以下 の薬物を使用した : Ov albu min
(o A, gr ade V), u r etha n e, hista min e, dim ethyls ulfoⅩide(I)M S O), fo r m amide お
よび Ev a n sblu edye(Sigm a C he mic al Co., U S A);atropin e s ulfate(田辺製薬, 大阪);
pr opr a n oll hydr o chlo ride(Impe rial C he mic al Industrie splc, UK),
' 1e ukotrie n eD4
(L T D4, Cay m a nC Il e mic alCol , U S A)I
1_ 6. 統計解析
デ ー タは平均値±標準誤差 (m e a n±S E) で表示し考. 平均血圧 は記録祇上 の 血圧
変化か ら計測した拡張期血圧および収縮期血圧より, 以下 の式を用 い て算出した ･
[平均血圧]= [拡張期血圧 ←0.33 × (収縮期血圧
一 拡張期血圧)]
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肺抵抗お よび o A 誘発 bista min e 遊離量は 二 元配置分散分析お よび stude nt
'
s
u npair edt-te st により, Eva n sblu e 漏出量は Student
'
s u npair edt-te st により統
計的解析を行 っ た . また , それぞれ の統計的解析により得られて p 値が o･o5以
下の値を示したもの を統計的に有意な差がある と判断した ･
2. 実験結果
2_1. 気道収縮反応に対する K･ チ ャ ンネル開口薬 B RL 38 227 の作用
o A吸入暴露は有意に肺抵抗を上昇し, そ の 上昇は吸入暴露 3 分後に最大とな っ
た . B R L38227(200帽/kg)静脈内投与は こ の O A誘発肺抵抗上昇を有意に抑制
した (Figu re16)･ また , hista min e お よび LT D4 吸入暴露によ っ て も抗原吸入暴
露と同様に有意な肺抵抗 の 上昇を示した ･ H ista mine お よび L T D4 それぞれの肺
抵抗上昇は暴露後 5 分以内に最大とな っ た ･ B R L38227 は bista min e 誘発肺抵
抗上昇に対して有意な抑制作用を示した (Figu r e17)･ また, 同用量 の B R L3822 7
は L T D4 誘発肺抵抗上昇に対 して抑制傾向を示すに留ま っ た (Figu r e18)･
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differ en c e sfro m s alin e(v ehicle fo r L T D4)inhalatio n v alue s(pr e) ar eindic ated byi
l
l
p<0.O1(Stude nt
'
s u npair edt-te st).
2_2. 血管透過性先進に対する B R L 382 2 7の 作用
o A吸入暴露は生理食塩水吸入暴露に 比して , 気管, 主気管支, cIP Aおよび pIP A
の 4 部位 の 全 て に お い て有意な Ev a n sblu e 漏出量増加を示 した . B R L382 2 7
(200 将/kg) 静脈内投与それ自身で は 生理食塩水吸入暴露時の Ev a n sblu e 漏出量 に
影響を与えなか っ たが , O A誘発 Ev a n sblu e 漏出量増加を気道, 主気管支 にお い て
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有意に抑制した (Figu r e19). しかしながら, cIP Aおよび pIP A におけ る Ev a n s
blu e 漏出畳増加に対して は有意な抑制を示さなか っ た (FigⅦr e19)･
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Figu r e 19. Effe ct of intr a v e n ous administr atio n of B R L 3 8227( 00帽/kg) o n
o v albu min -indu c ed air w ay mic r o v as c ula rleakagein trachea, m ain br o n chi, a nd c e ntr al
(CIP A) and pe riphe ral intrapulm o nary air v ays (PIP A)･ Re spo n s e sto s alin e a nd
｡v albu min inhalatio n afte rD M SO. The data a r egiv e nby m e a n土S Eof six s e n sitiz ed･
anim als. D iffer e n c e sbe叫 e e n mea ns w e r e a n alyz ed byS七ude nt
'
s u npa l redt-te st,
･ N ･S･ ,
n o signific a ntdiffer e nc e･ ** p<0･01; signi丘ca ntdiffe r e n c e c o mpared withthat ofs alin e
inhalatio n a洗e rD M SO v alu e s. # p<0.05; signific a ntdiffe r e n c e c o mpa r ed withthat of
salineinhalatio ri a洗er BR Lv alu e s.
高用 量の B R L3 8 227(600 帽/kg)静脈内投与は生理食塩水吸入暴露時の Ev a n s
blu e 漏出に対 して有意な増強作用を示した . こ の ときの Ev a n sblu e 漏出量変化
は気道で 1 1.2±3.6 v.ら . 58.0±7.6(p<0.0 5),
■
主気管支で 1 9.2±5.2 v･s . 1 1 6･ ±13･7
b<0.0 1), cIP A で1 5･1±2･6 v･s ･ 84･6±26･0(p<0･0 1) および pIP A で17･7±4･6 v･s ･
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100.0±29.8(p<0.0 5)ng/mgtis s u eで あ っ た ･
H ista min e 吸入暴露は生理食塩水吸入暴露に比して , cIP Aを除くす べ て の気管部
位 で有意な Ev a n sblu e 漏出量増加を示した . こ の hista mine 誘発 Ev a n sblu e
漏出郵曽加に対して B R L382 27(200ug/kg)静脈内投与は主気管支に おい て の み有
意な抑制を示 した (Figu r e2 0). L T D4 吸入暴露も hista min e と 同様 に有意な
Evan sbl11 e漏出量 の増加を示 した . こ の Ev a n sbl11 e漏出量増加に対 して B RI+
382 2 7(2 0 帽rkg) 静脈内投与は気道, 主気管支および pIP Aにお い て は有意な抑制
作用を示したが , cIP Aにお い て は抑制傾向を示すに留ま っ た (Figu r e2 1)･
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2_3. 血圧 に対する BR L 38 2 27の 作用
B RL3 82 2 7(200 および 6 0 帽/kg) 静脈内投与は投与後 1 分以内にそ の最大反
応を示した. B R L382 2 7はほぼ用量 に依存した血圧下降作用を示し, そ の血圧下
降作用は溶媒(D M S O, 0.1 ml/kg)投与群 に 比して有意に低値を示して い た (Table
6).
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Table 6. Mean blo odpr e s 8 u T e Cha nge s afte rD M S Oo rB R L 38 227 in s e n sitiz edguin e a
pigs.
Pr e l nje ctio n Po stinjectio n
(m mHg)
DM S O
O. 1 ml/kg,iv 6
B R L38227
200トLg/kg, 1V 6
600LLg/kg,iv 5
3 8
.9土3. 1
40.0土2.6
41.0土2.9
4 1.2土1.9
30.4士1.9†
25.8土1.8†
Definitio n of abbr eviation : n = n umber of anim als; iv = intr a v e n o u sinje ction; DMSO =
dim ethylsul fo xide. Valu e s a r epr e s e nted a s m ea n土S E. 千p<0.0 5;significa ntdiffer en ce co mpa r ed
withprelnje ctio nv alu ebyStude nt
'
s u npair edt-te st.
早-4･ 肺組織標本における抗原誘発 hista min e 遊離に対する B R L3 82 2 7の作用
O A能動感作モ ル モ ッ トの肺組織標本 におい て OA(30 - 1,000 帽/ml) は濃度依
存的に bista min e 遊離作用 を示した . B R L38227(10-5 および 10･4 M) は こ の
his七a min e 遊離に対して影響を与えなか っ た(Figu r e22).
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-
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･hista min e r el a s efr o m chop ped lu ng tis s u e s. Ea ch point repr es ents m ea n土SE of six
s e n sitiz ed a nim als. T he r eis n o significant differ e n c ebetw een tw o c o n c e ntr ation -
r espon s e c u r v e s(tw o- w ayA N O V A).
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3. 考察
本章で は K十 チャ ンネル開口薬 B R L3 82 2 7を用 い て O A抗原能動感作モルモ ッ
トの 抗原誘発肺抵抗上昇および抗原誘発気道血管透過性 の先進における E＋ チ ャ ン
ネル の関与を検討した . これ らの 反応を惹起す る化学伝達物質として は肥満細胞脱
頼粒によ り放出され る bista min e や L T D4 が よく知られて い る (1 16). 特に,
hista min e はアレルギ ー 性の即時型気道収縮反応における主要な刺激物質で あり,
hista min eHl 括抗薬を用 い た研究が古くから数多く行われて い る (11 6, 11 7).
oA 感作モ ルモ ッ トの 抗原誘発肺抵抗上昇反応に対して B RL 382 2 7は in viv o
で抑制作用 を示したが , 摘出肺組織標本からの抗原刺激による bista min e 遊離に対
して は抑制作用を示さなか っ た . また, Bla ck および Ba rn e s(118) も K＋ チ ャ ン
ネル開口薬が肥満細胞 の ような非興奮性細胞 の活性化な らび に脱額粒を阻害しな い
こ とを報告して い る . 一 方, B R L3 827 は外因性の hista min e による肺抵抗上昇
を抑制した . また , in vitr o に お い て は K＋ チ ャ ンネル開 口薬 B R L 34915 は
bista min e 刺激に よる気道平滑筋収縮反応を濃度依存的に抑制す るとい う報告 (24)
もある . したが っ て , B R L 382 2 7が示 した O A感作モ ルモ ッ トにお ける肺抵抗上
昇に対する抑制作用は , 肥満細胞の脱頼粒抑制による もの で はなく , 気道平滑俄に対
する直接作用と考えられ る .
B RL3822 7は抗原誘発および bista min e 誘発気道収縮反応に対する顕著な抑制
作用を示したの に対 して , L T D4 誘発肺抵抗上昇に対して は著明な抑制作用を示さな
か っ た . こ の よう な収縮物質の違い に よる K' チャ ンネル 開口薬の作用 の違いは他
に も知 られ て い る . たとえば, K' チ ャ ンネル開口薬 cr om akalim は A Ch誘発気
道収縮反応は抑制する が, s ubsta n ceP 誘発気道収縮反応に対 して は抑制作用を示さ
な い ことが報告され て い る
-
(2 7). こ の よう に, 収縮其 の違い によ っ て K＋ チ ャ ン
ネル 開 口薬 の抑制作用が異な る理 由と して 以下に示すような可能性が考えられる .
① A T P感受性 K･ チ ャ ンネル の 開 口が K' チ ャ ン ネル 開 口薬 によ る平滑筋弛緩作
用 の 主な機序である が , 収縮物質の違い によ っ て 誘発され るそれぞれ の平滑筋脱分極
の強さが異な るため に K･ チ ャ ンネル開 口薬の作用 にも違いが出てく る . ② また,
種々 の 収縮物質が収縮反応を惹起す るた めに は細胞内 Ca2＋ 濃度上昇が必要とな る
が , 各収縮物質によ っ て そ の Ca2＋ の 由来等が異なる こ とが知られて い る (10 3)I
肺抵抗上昇 とな らび気道 にお け る血管透過性の 先進も噛息病態形成 の 重要な因子
で ある . B R L38 2 2 7は O A感作 モ ルモ ッ ト の抗原誘発気道血管透過性克進に対し
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て , 気道の気道の部位 により若干 の差違はあ るもの の , 抑制作用を示した . K' チ
ャ ンネル開 口薬は血管拡張薬 (1 02, 103, 119) と して 知 られて い る ため , K＋ チ ャ ン
ネル開 口薬の血管透過性先進に対する作用を論じる場合, こ の血管拡張作用 を介した
血流畢の変化による血管透過性に対す る影響を考慮に入 れ る必要がある ･ すなわ ち,
K＋ チ ャ ンネル開口薬投与による気道壁内血流量の増加は血管透過性冗進部位におけ
る 血液供給量ならびに供給領域を増加させ る 可能性が考えられ る . 実際 , B R L
382 7 は 200お よび 600帽/kg 静脈内投与で 明 らか な血圧降下作用 を示し , 600
描/kg の 静脈内投与はす べ て の気道組織 にお い て そ れ自身で有意に色素漏出量 を増
加した . しか しなが ら, 200帽/kg の B R L 382 27 は有意な血管透過性克進を惹起
せず, 200帽/kg 以下の用量 で は血圧降下作用は有するもの の , 血管透過性先進に対
して は影響を及ぼさな い こ とが示唆された . 従 っ て , 今回得られた B R L38 2 2 7の
抗原誘発血管透過性冗進に対する抑制作用は血管拡張作用 に 由来した二 次的な作用
で はな い と考えられ る .
これ まで に気道血管透過性克進の部位が後毛細血管静脈 に あ る こ とが病理生理学
的ある い は薬理学的研究 により解明されて い る (120). 事実, 幾つ か の 抗噛息治療
莱 (12 1, 12 2) が後毛細血管静脈における内皮細胞 の 収縮反応を直接阻害する こ とに
ょ っ て 気道血管透過性克進を抑制する ことが報告されて い る . 本章にj3u て肺抵抗
上昇抑制と同様に B R L3 82 2 7は抗原誘発気道血管透過性克進を機能的に抑制する
こ とを示 した . すなわち , B R L 38 2 2 7は肥満細胞脱頼粒に影響しな いが , L T D4 誘
発血管透過性克進に対し て は cIP Aを除く ほぼす べ て の 気道組織 に お い て , また
bista min e 誘発血管透過性冗進に対 して は主気管支に お い て そ れぞれ抑制作用を示
した ･ BRI!3 82 2 7は抗原誘発血管透過性先進に対して末梢気道部位(cIP Aお よび
PIP A) にお い て は抑制作用を示さなか っ たが, そ の理 由は今回の結果からは明らかに
はで き ない . しカ?L,なが ら, histamin eHl 受容体括抗薬ある い は L Ts 受容体括抗
薬を用 い た検討で も末梢気道部位で は抗原誘発血管透過性克進が抑制されな い こ と
が報告されて い る (13). 恐 らく , 末梢気道組織 で は bista min e ある い は L T D4 以
外 の 伝達物質が抗原誘発血管透過性先進に関与して い る と考えられ , K＋ チ ャ ンネル
開 口薬 の各伝達物質に対す る 括性の違い に よ っ て hista min e お よび L T D4 以 外の
･伝達物質に よる血管透過性先進に 対 して は抑制作用を示さなか っ たも の と考えられ
る . こ の ような K＋ チ ャ ンネル 開 口薬の刺激物質依存した抑制活性の違い の 存在は
タバ コ 煙誘発気道血管透過性冗進に対 して は抑制作用を示す(123) が , 血小板活性化
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因子 (P A P) 誘発血管透過性先進に対 して は影響しない (1 18) こ とか らも支持され
る .
4. 小結
1) K･ チ ャ ンネル開口薬 B R L 382 2 7は抗原誘発肺抵抗上昇ならびに気道血管透
過性の克進を抑制した .
2) こ の作用機序として は, 肥満細胞から放出された hista min e や L TI)4 とい っ た
炎症性伝達物質の作用部位である気道平滑筋ならびに後毛細血管静脈の それぞ
れ に K･ チ ャ ンネル開 口薬が直接抑制作用を示した結果 で あ る こ とが示唆され
た .
3) K. チ ャ ンネル開口薬は気管支噛息にお い て気管支拡張薬としてだけで はなく ,
ア レルギ - 反応 に よ り誘発され る気道炎症に対して も有効性を発揮する 可能性
を示唆して い る .
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総括
気管支晴息は気道狭窄による呼吸困難, 咳な らびに気道過敏性克進を特徴とする慢
性疾患で あ る . 気管支噛息の発症要因として気道平滑筋収縮反応, 気道内分泌の先
進および血管透過性克進が知られ て い る . 今日で は気管支P乱息が慢性炎症性疾患 の
一 つ と認識され 好酸球をはじめとする炎症細胞等に起因する種々 の炎症性伝達物質,
サイ トカイ ンお よび組織傷害性因子 によ っ て 気道炎症が引き起 こ され る と考えられ
て い る . また , 副交感神経および知覚神経 C-fibe r が気道の様々 な反応に深く関与
し七い る こ とが知られ い る . 本研究で は気道炎症の慢性化に伴う気道内神経機能の
変化ならびに気道炎症と気道内知覚神経 の相互調節機構 に つ い て 解明を試みた .
まず, 慢性気管支噂息における気道壁内神経系の機能的変化につ い て モル モ ッ ト慢性
気管支口乱息モデルを用 い て検討した . 続い て , 炎症性伝達物質と知覚神経の相互制
御機構を調 べ る目的で LT D4 誘発気道反応における知覚神経の関与を検討した . 最
後に , A T P感受性 K＋ チャ ンネル開口薬を用 い て , 知 覚神経刺激を介した神経原性
気道炎症な らび に炎症性伝達物質に より惹起され る抗原誘発気道炎症の 二 つ の 気道
炎症モデルに対す る A TP感受性 E＋ チ ャ ンネル の 関与 に つ い て検討 を行 っ た .
まず, 気管支稀息病態における神経系の 関与を明らか にす る目的で , 抗原反復吸入
暴露により誘発したモ ルモ ッ ト慢性輪息モデルを用 い て , 気道 の興奮性非アドレナリ
ン性非コ リ ン性 (eN A N C性).神経ならびにコ リ ン作動性神経 の機能的変化をそれぞ
れ E F S誘発気道平滑筋収縮反応に よ っ て 検討 した . そ の 結果 , 抗原反復吸入暴露
が eNA NC 性収縮反応を先進させ る こ とが示 された . しか し , 抗原反復吸入暴露
群および対照群 の 両群にお い て外因性 n e u r okinin A に対する気道収縮反応, な らび
に ta cbykinin 分解酵素処置ある い は気道上皮剥離 に よ る収縮増強反応が同様 に観
察された こ とより , 抗原反復吸入暴露は気道平滑筋 の 反応性自体には影響を与えて い
な い こ とが示唆された . また, 抗原反復吸入暴露群 で は肺組織内 s ubsta n c eP 含
量が対照群に比 べ て有意に高値を示した ことか ら, 抗原反復暴露に よる eN A NC 性
反応克進機構として 知覚神経細胞内の神経 ペ プチ ド産生量 の増加あ る い は知覚神経
から の神経ペプチド放出量 の 増加が関与する可能性が示唆された . さ らに, 抗原反
復吸入暴露は E F S誘発コ リ ン作動性収縮反応を克進さ せ たが , 外 因性 A C b誘発収
縮反応にお い て は対照群および抗原反復暴露群 の 両群間で差がみられず, 抗原反復吸
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入暴露は eN A N C性神経と同様に コ リ ン作動性神経機能を先進させ る こ とが示唆さ
れた . 以上の 結果より, 慢性的な気道炎症が気道組織における eN A N C性あるい
はコ リ ン作動性神経機能制御に関与して い る こ とが示唆された ･
気管支噛息はダニ や ハウ スダス トとい っ た ア レルゲ ンの吸入によ っ て 惹起され る
が, それ らのア レルゲ ンは免疫グロブリ ン IgE を介して肥満細胞をはじめとする炎
症細胞から hista min e お よび Ie ukotrie n e類 の遊離を促して気道狭窄ならび に気道
炎症を誘発すると考えられ る . そ こ で次に , 気管支噛息における炎症性伝達物質が
気道 の知覚神経機能に関与して い るか どうか を調 べ る 目的で , モ ルモ ッ トにおける
L T D｡ 吸入 によ り誘発される気道血管透過性 の冗進ならびに気道狭窄 に対す る
c aps aicin 前処置および ta cbykinin 括抗薬の影響を検討した ･ Caps aicin 処置 に
ょる知覚神経からの ta chykinin 頬枯渇, ならびに N Kl 受容体括抗薬 F K 88 お よ
び cp 39 34 5の 投与 は気道中枢部位にお いて L T D4 に よる血衆漏出を
一 部抑制した ･
さ らに, N K2 受容体括抗薬 sR48968 は L TI)4 による気道抵抗上昇を有意に抑制し
た . 以 上の 結果より, L T D｡ 誘発の気道反応 に は知覚神経からの ta chykinin 遊離
を介した機序が 一 部関与する ことが示唆された . こ の L T D4 によ る知覚神経制御
機構捌単性気道炎症における eNA N C性反応冗進 の
一 因 をにな っ て い る と考えられ ,
気管支暗息 における気道炎症ほ炎症性伝達物質と知覚神経を含む気道内神経叢との
相互作用 によ っ て制御されて い る と考えられ る ･
次に, 気道炎症における A TP感受性 K. チ ャ ンネル の 関与を調 べ る目的で , 神経
原性気道炎症に対する K･ チ ャ ンネル開口薬 Y M934 の 作用 を検討した ･ Y M934
は モ ル モ ッ ト気道 に お け る神経 原性血管透過性 の 先進を抑制した が , 外 因性
substa n c eP 誘発気道血管透過性の先進に対して は抑制を示さなか っ た ･ すなわち ,
K･ チ ャ ン ネル 開 口 薬 の 神経原性気道炎症 に対す る抑制作用 は知 覚神経か ら の
substa n c eP をはじめとする神経 ペ プチド放出阻害に よる結果で ある こ とが示唆され
た .
さらに , 抗原誘発気道炎症におけ る A T P感受性 K･ チ ャ ンネルの 関与につ い て 検
討した . K･ チ ャ ンネル開口薬 B R L3827 は抗原吸入暴露に よる肺抵抗上昇なら
びに気道血管透過性の 冗進を抑制した . 抗原吸入暴露は肥満細胞からの bista min e
や LTD4 遊離を介して気道反応を惹起する こ とが知られ て い る ･ B R L38 22 7は
bista min e お よび L T D4 吸入暴露に よる気道反応 に .対 して も抗原吸入誘発気道反応
と同様 に抑制ある い は抑制傾向を示 した ･ しか しな がら, B RL 38 22 7.は肥満細胞
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からの抗原誘発 histamin e月見額粒 に対して は抑制作用 を示さなか っ た ことより , こ
の 抗原誘発気道反応に対す る K･ チ ャ ンネル開口其 の抑制作用は肥満細胞に 由来す
る伝達物質 の作用部位で ある気道平滑筋ならび に後毛細血管静脈に対する直接作用
で あ る
.
こ とが示唆された ･
本研究で はモルモ ッ トの 慢性気管支噛息モデルを用 いて , 気道収縮ある い は気道炎
症にお い て炎症性伝達物質と知覚神経あ る い はコ リ ン作動性神経が互 い に制御する
調節機構が存在する ことを明らかに した . 気管支噛息は, 気道収縮反応や気道炎症
にお い て こ の ような調節機構が複雑に絡み合 っ て 病態が形成されて お り, そ の 根本治
療は未だ困難で ある . しか しなが ら, 本研究で用い た K' チ ャ ンネル開口薬の よう
に神経原性炎症ばかりで なく抗原誘発気道炎症をも抑制す る よ うな薬物は噛息治療
に と っ て 重要と考えられ , 本研究は新しい晴息治療薬を創造して ゆく上で 一 つ の 指針
を与える もの で ある と思われ る .
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